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 A Fibrose Quística (FQ) é a doença genética autossómica recessiva mais prevalente 
em Caucasianos. Esta doença é causada por mutações no gene CFTR que codifica a 
glicoproteína CFTR, um canal transportador de iões cloreto expresso em células epiteliais 
de vários órgãos. Atualmente estão identificadas cerca de 2000 mutações, sendo a mais 
comum a F508del - que corresponde à deleção do aminoácido fenilalanina na posição 508 e 
está presente em 90% dos doentes, em pelo menos um dos alelos. Esta mutação prejudica 
o folding e o tráfego do canal para a membrana plasmática (MP) afetando assim a função da 
CFTR. Ainda assim, a CFTR-F508del que consegue atingir a MP apresenta ainda defeitos 
no transporte de cloreto e na sua permanência e estabilidade na superfície das células. 
Consequentemente, a ausência funcional do canal CFTR nas células epiteliais causa 
deficiências em vários órgãos e sistemas, dos quais se destacam a insuficiência 
pancreática, a infertilidade masculina e os problemas respiratórios, de longe a manifestação 
com maior mortalidade, decorrente de infeções recorrentes e da inflamação crónica das vias 
respiratórias, que acabam por levar à falência pulmonar.  
 Nos últimos anos têm sido feitos diversos estudos para identificar estratégias que 
permitam corrigir e resgatar a CFTR-F508del para a MP. A pesquisa de compostos para 
este efeito – denominados “corretores” – levou à descoberta de várias novas moléculas. O 
corretor mais promissor é o composto VX-809 que permite corrigir parcialmente o folding da 
CFTR-F508del e, consequentemente, promove o seu resgate para a MP. Contudo, os 
ensaios clínicos para este composto não mostraram melhorias significativas na maturação 
da CFTR-F508del em biopsias rectais, nem na função pulmonar dos doentes. Estudos 
posteriores demonstraram que o canal corrigido é muito instável sendo rapidamente 
removido da MP por endocitose. O grupo de acolhimento tem investigado este fenómeno, 
procurando caracterizar os mecanismos moleculares envolvidos, por forma a encontrar 
estratégias que permitam estabilizar a CFTR-F508del corrigida com o VX-809 na MP.  
 Em estudos recentes do grupo mostrou-se que a ativação da proteína Ezrina e a 
interação do seu domínio FERM com a proteína NHERF1 estabilizam a CFTR-F508del 
corrigida farmacologicamente na MP através da formação do complexo macromolecular 
CFTR-NHERF1-Ezrina. Assim, o objetivo principal deste trabalho consistiu em identificar 
que subdomínios da proteína Ezrina são essenciais para esta estabilização da CFTR-
F508del e utilizar esta informação para desenvolver um péptido recombinante bioativo. No 
desenho deste péptido de fusão foram ainda incluídos domínios de transdução proteica, de 
modo possibilitar a sua entrega às células alvo, e uma sequência péptido sinal eucariota, 
permitindo a sua síntese e secreção a partir de células de mamífero, o que possibilitou a sua 
produção e isolamento. Os resultados obtidos mostraram que o péptido bioativo produzido 
promove a estabilização na superfície celular da CFTR-F508del resgatada 
farmacologicamente. Foi também possível observar, através de imunofluorescência 
confocal, que o péptido de fusão é capaz de atravessar as membranas celulares e que 
possui um efeito autócrino ao ser secretado por células epiteliais brônquicas que expressam 
constitutivamente CFTR-F508del. Finalmente, o efeito aditivo do co-tratamento com VX-809 
e a administração ectópica de péptido produzido em células HEK 293 foi demonstrado pelo 




 O segundo objetivo deste trabalho consistiu em explorar a alteração conformacional 
da proteína adaptadora NHERF1, que determina a estabilização da CFTR-F508del 
resgatada na MP, para produzir um sensor de FRET que possa vir a ser utilizado em 
ensaios de alto rendimento na pesquisa de alternativas químicas ou bioquímicas ao péptido 
bioativo produzido. Os resultados preliminares demonstraram a viabilidade do método, mas 
evidenciaram a necessidade de restringir a localização do sensor à MP para permitir a 
automação da metodologia em ensaios de alto rendimento. 
 Por fim, analisou-se a expressão da GTPase variante RAC1b em amostras de tecido 
pulmonar, comparando indivíduos saudáveis com doentes de FQ (F508del+/+). A RAC1b é 
uma variante de splicing com propriedades antagónicas da GTPase RAC1, molécula que 
participa na ativação da Ezrina e é necessária à estabilização endógena da CFTR na MP. 
Os resultados obtidos não evidenciaram qualquer aumento de expressão desta variante em 
pulmões FQ F508del+/+. Não obstante, ao dosear-se a expressão de citoqueratina 8, 
verificou-se que a composição epitelial das amostras FQ era deficitária, pelo que a 
expressão de RAC1b detetada pode encontrar-se subestimada. 
 Assim, pensa-se que os objetivos propostos para este trabalho de mestrado foram 
predominantemente atingidos, quer no que respeita ao desenvolvimento do péptido bioativo 
derivado da Ezrina, quer ao nível da construção e testes preliminares do sensor de FRET 
baseado na NHERF1. Assim, só não foi possível cumprir integralmente o último objetivo, 
pois a análise dos níveis de expressão de RAC1b em tecidos epiteliais brônquicos de 
doentes com FQ (F508del+/+) revelou-se inconclusiva. 
 
 








 Cystic Fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive genetic disease in the 
Caucasian population. This disease is caused by mutations in the CFTR gene which 
encodes the CFTR glycoprotein, a chloride channel expressed in the epithelial cells of 
several organs. Currently, over 2000 CF-associated mutations have been identified but the 
most common is F508del, which corresponds to a deletion of a phenylalanine at position 508 
and is present at least in one allele in almost 90% of the patients. This mutation affects 
CFTR function by reducing the folding and trafficking of the channel to the plasma membrane 
(PM). Moreover, the little F508del-CFTR protein that reaches the PM exhibits defective 
chloride transport and a much reduced stability at the PM. Consequently, the absence of 
functional CFTR channels causes disabilities in several organs and systems, including 
pancreatic insufficiency, male infertility and, by far the most life threatening manifestation, 
respiratory problems due to chronic airway infection and inflammation that can lead to 
respiratory failure. 
 Intense research in the last decades led to the identification of several compounds 
that can, at least, partially correct the basic defect in F508del-CFTR folding and rescue its 
expression to the PM. Among these compounds – termed “correctors” – the most promising 
so far has been VX-809, also known as lumacaftor. However, clinical trials with this drug 
didn’t show a statistically significant improvement in F508del-CFTR maturation on rectal 
biopsies or in pulmonary function. Further studies have shown that the corrected channel 
had fast turnover, being rapidly removed from the PM by endocytosis. The host group has 
investigated this effect, trying to characterize the molecular mechanisms involved, in order to 
find strategies to stabilize VX-809-corrected F508del-CFTR at the PM. 
 Recent studies by the group have shown that the activation of the adaptor protein 
Ezrin and its interaction with the scaffold NHERF1 results in the stabilization of VX-809-
corrected F508del-CFTR at the PM, through the formation of the macromolecular complex 
CFTR-NHERF1-Ezrin. Thus, the main goal of this work was to identify which of Ezrin’s 
subdomains were essential for rescued F508del-CFTR stabilization at the PM and use this 
results to design a novel bioactive peptide. The design of this peptide includes several 
molecular features that enable its synthesis and secretion from mammalian cells and its self-
delivery to target cells. The results obtained showed that the produced bioactive peptide 
promotes the stabilization of pharmacologically rescued-F508del-CFTR at the PM. It was 
also possible to see, through confocal immunofluorescence, that the peptide could cross the 
target cell membrane and had an autocrine effect when secreted by bronchial epithelial cells 
that constitutively express F508del-CFTR. Finally, the additive effect of the co-treatment with 
VX-809 and the bioactive peptide produced in HEK 293 cells was demonstrated by the 
enhanced activity of F508del-CFTR in iodide influx assays. 
 The second goal of this work was to study the conformational changes of NHERF1 
adaptor protein that determines the rescued-F508del-CFTR stabilization at the PM, to 
produce a FRET sensor which may be used in high-throughput screening in the search for 
chemical or biochemical alternatives to the bioactive peptide produced. Preliminary designs 
of the sensor demonstrated sensitivity to Ezrin activation, but evidenced the need to restrict 





 Finally, we analysed the expression of the RAC1 GTPase splice variant, RAC1b, on 
pulmonary tissues samples, comparing healthy individuals with CF patients (F508del+/+). The 
RAC1b has properties that antagonise RAC1 signalling, and could thus hinder endogenous 
Ezrin activation destabilizing the CFTR channels at the PM. However, the obtained data 
didn’t show any increase of the expression of this variant in F508del+/+ lungs.  
 Thus, the proposed goals of this master’s thesis work were predominantly achieved, 
regarding the development of the Ezrin-derived bioactive peptide and the preliminary designs 
of the NHERF1-based FRET sensor. However, the analysis of RAC1b expression levels on 
bronchial tissues of F508del+/+ CF patients revealed no significant differences when 
compared to healthy controls. 
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1.  Introdução 
 
1.1  Fibrose Quística   
 
 A fibrose quística (FQ) é uma doença genética autossómica recessiva causada por 
uma mutação num gene do braço longo do cromossoma 7 (7q31)1 que codifica a proteína 
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), uma proteína de membrana 
transportadora de iões cloreto (Cl-)2,3.  
 Esta é uma doença comum em caucasianos e estima-se que em Portugal tenha uma 
incidência de 1:8000 recém-nascidos4, afetando mais de 70 000 indivíduos em todo o 
mundo5,6. 
 
1.1.1 Fisiopatologia da doença  
 
 A FQ é uma doença sistémica uma vez que a CFTR é expressa em células epiteliais 
de vários órgãos, sendo que a manifestação clínica mais comum e causadora da maior taxa 
de mortalidade é a doença pulmonar7. 
 Em condições normais, a CFTR é responsável por manter a homeostase iónica nas 
células através do transporte de Cl- assim como por regular a absorção de sódio (Na+) pelos 
canais de sódio epiteliais5. Quando na presença de proteína CFTR disfuncional, a 
homeostase iónica nos pulmões é prejudicada assim como a hidratação das vias aéreas. 
Consequentemente, ocorre um aumento da viscosidade do muco que leva à obstrução das 
vias respiratórias, originando assim um ambiente propício a infeções bacterianas (a mais 
frequente sendo por Pseudomonas aeruginosa) e inflamação crónica5. Em última instância e 
em casos mais graves esta condição pode culminar em falência respiratória (Figura 1.1)5,8.  
 Outras complicações incluem insuficiência pancreática, presente em 85% dos 
pacientes e associada à absorção anómala de nutrientes e subnutrição, infertilidade 
masculina e concentrações anormais de eletrólitos no suor7,9, sendo que um dos critérios de 


































1.1.2 A Proteína CFTR 
 
 A proteína CFTR é constituída por 1480 aminoácidos2 e está estruturalmente dividida 
em cinco domínios: dois domínios membranares MSD, compostos por 6 segmentos 
transmembranares cada um, que delimitam fisicamente o poro na membrana plasmática 
(MSD1 e MSD2 - membrane-spanning domain), dois domínios citosólicos NBD (nucleotide-
binding domain) responsáveis pela ligação e hidrólise do ATP, e uma região reguladora – 
denominada por domínio R – que interliga os domínios anteriores e regula a atividade do 
canal através de fosforilações dos seus múltiplos resíduos de serina que formam regiões 
consensos de fosforilação2,10.   
 A CFTR pertence à família dos transportadores ABC (ATP-binding cassette) uma vez 
que utiliza a energia proveniente da hidrólise de ATP para transportar Cl- através da 
membrana plasmática (MP)10. A sua função é regulada por 3’,5’-monofosfato de adenosina 
cíclico (cAMP)11, uma vez que o canal é ativado após a fosforilação dos múltiplos resíduos 
de serina do domínio R por uma proteína cinase dependente de cAMP – a proteína cinase A 
(PKA). Deste modo, a atividade do canal é controlada pelo equilíbrio entre a ação regulatória 
de cinases e fosfatases na célula, assim como pela disponibilidade de ATP10. 
 
Figura 1.1 - Cascata de consequências que levam à insuficiência respiratória em 






 Em 1990, Gregory et al.11, ao estudarem a expressão da CFTR, concluíram que a 
proteína sofria modificações pós-traducionais até atingir a sua forma nativa, ao identificarem, 
através de eletroforese, 3 bandas correspondentes à proteína: banda A, B e C. A banda A é 
a forma mais simples da proteína, com aproximadamente 130 kDa, que corresponde ao 
produto da tradução do gene CFTR. A banda B, com cerca de 135 kDa, corresponde ainda 
a uma forma imatura da proteína, glicosilada nos resíduos de asparagina nas posições 894 
e 900, ainda no reticulo endoplasmático (RE). A banda C, de aproximadamente 180 kDa, 
corresponde finalmente à forma madura da CFTR, após ter sido alvo de novas glicosilações 
no complexo de Golgi, sendo então transportada para a MP11,12.  
  
1.1.3 Mutações  
  
 Estão descritas cerca de 2000 mutações que afetam a síntese, o processamento, o 
transporte e a função da proteína assim como a sua estabilidade na MP. Com base nos 
efeitos e defeitos funcionais causados, as mutações da CFTR foram agrupadas em 6 
classes (Figura 1.3)6,13. 
  As mutações de classe I são aquelas que levam a uma baixa produção de proteína 
causada por mutações nonsense, isto é, mutações que criam codões STOP prematuros. 
Consequentemente, a fim de evitar a produção e acumulação de proteínas truncadas, as 
células ativam um mecanismo (nonsense-mediated decay – NMD) que degrada o mRNA 
mutante. Dentro desta classe insere-se a mutação G542X, a segunda mais comum em 
doentes com FQ, com especial prevalência nos países mediterrânicos14.   
 Na classe II estão inseridas as mutações que afetam o processamento das proteínas 
levando a proteínas misfolded. À semelhança do que acontecia anteriormente, as proteínas 
com o folding incorreto são reconhecidas por um mecanismo de controlo de qualidade do 
retículo endoplasmático (ERQC) e “marcadas” para serem degradadas pelo proteassoma 
via ubiquitinação, o que implica que as proteínas não sejam capazes de alcançar a MP. 
Nesta classe está inserida a mutação mais comum em doentes com FQ, a F508del14. 
Figura 1.2 - Estrutura da proteína CFTR. A CFTR é constituída por dois motivos idênticos compostos por um 
domínio transmembranar e um domínio de ligação a nucleótidos, que estão ligados pela região reguladora R. 




 Já a classe III inclui mutações que afetam a abertura, ou gating, do canal na 
membrana. Estas mutações estão maioritariamente localizadas nos domínios NBD afetando 
assim a ligação e hidrólise do ATP o que impede que o canal desempenhe corretamente a 
sua função. É exemplo desta classe a terceira mutação mais comum, a G551D6. 
 A classe IV agrupa as mutações que causam uma diminuição do fluxo de iões Cl- 
através do canal. Localizam-se normalmente nos domínios membranares (MSD1 e MSD2) 
sendo exemplos as mutações R334W e R347P que causam uma redução de 60 e 70%, 
respetivamente, no fluxo de iões6,14. 
 Mutações que levam a uma redução dos níveis de proteína desencadeada por 
processos de splicing alternativo ou, ainda que menos frequente, por alterações na 
sequência do promotor estão inseridas nas mutações de classe V14. 
 Finalmente, a classe VI inclui mutações que diminuem a retenção e estabilidade da 
CFTR na MP. Está também inserida nesta classe a mutação F508del, que quando 
resgatada para a MP apresenta um tempo de meia vida inferior comparativamente com a 
proteína não mutada13.  
 Perceber a causa-efeito de cada mutação e agrupá-las tendo em conta semelhanças 
no seu mecanismo de disfunção é uma estratégia indispensável na investigação de 
possíveis alvos terapêuticos, uma vez que é expectável que mutações com consequências 




Figura 1.3 - Sistematização dos efeitos e defeitos funcionais causados pelas 6 classes de mutações 




1.1.4 A mutação F508del  
  
 A mutação F508del corresponde à deleção do codão para o aminoácido fenilalanina 
na posição 508 da proteína CFTR. Esta é a mutação causadora de FQ mais comum com 
uma incidência de 90% em pelo menos um dos alelos do gene, pelo que tem sido uma 
mutação bastante estudada15. 
 Esta mutação localiza-se no domínio NBD1 da proteína CFTR e uma das 
explicações é que a mutação afete diretamente o folding deste domínio, sendo o aminoácido 
em falta, assim como a cadeia polipeptídica próxima dessa região, crucial para o folding16. 
Desta forma, como a proteína não consegue adquirir a sua correta conformação é 
reconhecida pela maquinaria de controlo de qualidade do retículo endoplasmático (RE), 
ubiquitinada e degradada pelo proteassoma15. 
 Como a proteína mutada é retida no RE e consequentemente não é transportada 
para o complexo de Golgi, esta não passa pelo processo final de maturação, não atingindo a 
sua forma madura completamente glicosilada. Por esta razão, em Western blot apenas é 
detetada a banda B, que corresponde à forma parcialmente glicosilada no RE, mas não é 
detetada banda C12,16. 
 No entanto, Denning et al.17 descobriram que o processamento da CFTR-F508del é 
sensível à temperatura. Quando células epiteliais que expressem CFTR-F508del são 
colocadas a crescer a baixas temperaturas, os investigadores observaram um aumento da 
banda C, ou seja, de proteína completamente glicosilada. No entanto, quando as células 
retornam à sua temperatura fisiológica de 37°C este efeito é revertido. Estes resultados 
sugerem assim que a baixas temperaturas (26-30°C) a proteína mutada consegue chegar 
até ao complexo de Golgi onde adquire a sua forma madura e prosseguir para a superfície 
celular, de onde é internalizada caso ocorra um aumento da temperatura17. Ainda assim, o 
transporte de Cl- conduzido pela CFTR-F508del resgatada para a MP a baixa temperatura é 
muito deficiente, comparativamente com a CFTR não mutada (wild type, wt), e o canal 
resgatado apresenta ainda um tempo de vida na superfície das células muito reduzido, 
sendo rapidamente endocitada18,19. 
 Deste modo, grande parte da investigação em FQ nas últimas décadas incidiu em 
estudar os mecanismos da doença e encontrar compostos que interagissem com a proteína 
CFTR-F508del ou com outras na sua via biosintética, com o objetivo de aumentar a 
eficiência do seu processamento e tráfego para a membrana bem como de potenciar a sua 
atividade de transporte de Cl- 13,20,21. 
 
1.1.5 Corretores e Potenciadores 
 
 Nos últimos anos, um dos grandes desafios nesta área tem sido descobrir novos 
compostos capazes de corrigir o folding e transporte das proteínas com mutações de classe 
II, aos quais se deu o nome de “corretores” 22. 
 Em 2011 foi descoberto por Van Goor et al.23 um dos compostos mais promissores – 
o VX-809 – ao revelar uma grande eficácia na estimulação do processamento da banda B 




proteína com a mutação F508del consiga uma conformação mais estável que lhe permite 
sair do RE sem ser reconhecida como “defeituosa” assim como prosseguir o seu processo 
de maturação e chegar até à superfície das células. Além disso verificou-se ainda que a 
proteína corrigida pelo VX-809 era mais resistentes a processos de proteólise23.  
 Dados os bons resultados obtidos, o VX-809 seguiu para ensaios clínicos de modo a 
avaliar a sua segurança e eficácia no tratamento de doentes homozigóticos com a mutação 
F508del. No entanto, em ensaios da fase IIa, o tratamento com VX-809 não mostrou 
alterações significativas para a função pulmonar nem se verificou aumento da CFTR-
F508del madura nas biopsias retais realizadas. Ainda assim, o estudo mostrou que a 
administração de VX-809 é segura e foram registadas melhorias ao nível das glândulas 
sudoríparas, tendo-se observado uma diminuição da concentração de Cl- no suor24.  
 Deste modo, e uma vez que a mutação F508del não possui um único defeito 
funcional, a estratégica terapêutica seguinte consistiu em desenvolver uma terapia 
combinada com um composto que aumentasse a eficácia do VX-80925. Assim, foi alvo de 
ensaios clínicos a terapia combinada do corretor VX-809 com um potenciador, cujo 
mecanismo de ação aumenta a função do canal CFTR, o VX-770, que apresentou 
anteriormente excelentes resultados na recuperação da CFTR com mutações de classe III25. 
Esta terapia combinada mostrou efeitos significativos nas concentrações de Cl- no suor e na 
função pulmonar assim como a diminuição de exacerbações pulmonares em doentes 
homozigóticos para a F508del em ensaios de fase III26,27, tendo sido aprovada nos Estados 
Unidos da América, Europa e Austrália inicialmente para doentes com mais de 12 anos28. 
Recentemente, a administração do fármaco combinado foi também aprovada para crianças 
entre os 6 e 11 anos de idade e atualmente estão a decorrer ensaios clínicos de fase III para 
testar a viabilidade deste tratamento em crianças dos 2 aos 5 anos 29. 
 
1.1.6 Estabilidade na Membrana Plasmática 
 
 Várias hipóteses têm sido levantadas para os efeitos modestos da terapia combinada 
com VX-809/VX-7706. Uma das mais robustas baseia-se no facto de, apesar dos bons 
resultados observados in vitro em células epiteliais brônquicas de doentes com FQ, o 
tratamento com VX-809 resultar numa menor estabilidade do canal na membrana em 
comparação com a recuperação da CFTR a baixas temperaturas (t1/2 ≈ 4,5 h vs. 6 h)19,30, 
ambos muito abaixo dos valores para a CFTR selvagem (t1/2 ≈ 14 h)30. Deste modo, apesar 
do mecanismo de ação do VX-809 no canal ainda não ter sido completamente elucidado, 
têm sido realizados diversos estudos nos últimos anos com o objetivo de aumentar a 
estabilidade da CFTR-F508del resgatada farmacologicamente com este composto.  
 Num desses estudos, publicado em Farinha et al.31 foi descoberto um efeito sinérgico 
perante o tratamento com VX-809 a baixas temperaturas (26°C) ao observar um aumento de 
cerca de 40% do canal mutado na membrana comparativamente ao resgate de ~15% obtido 
anteriormente apenas a baixas temperaturas, sugerindo que o composto VX-809 atua de 
maneira complementar ao efeito da baixa temperatura31. 
 Existem ainda evidências que a estabilidade do canal CFTR na superfície das células 
pode estar associada à ancoragem ao citoesqueleto de actina através da formação de um 
complexo macromolecular CFTR-NHERF1-Ezrina, prevenindo assim a sua endocitose. 




proteína adaptadora NHERF1 (Na+/H+-exchanger regulatory factor isoform-1). Por sua vez, a 
extremidade livre C-terminal da NHERF1 liga-se à proteína Ezrina que posteriormente se 
liga aos filamentos de actina, promovendo assim a estabilização do canal na MP32–34. 
 Também várias proteínas da superfamília das Ras GTPases têm sido relacionadas à 
estabilidade do canal na membrana, nomeadamente as Rab e Rho GTPases, que estão 
descritas como reguladoras do transporte de proteínas através da via secretora e dos 
processos associados ao citoesqueleto de actina, respetivamente35–38. Estas proteínas 
funcionam como um switch molecular variando entre uma forma inativa, quando estão 
ligadas a guanosina difosfato (GDP), e uma forma ativa, ligada a guanosina trifosfato (GTP), 
sob a qual têm a capacidade de transmitir o sinal a jusante às proteínas das múltiplas vias 
de sinalização em que estão envolvidas39. Recentemente, o laboratório de acolhimento 
mostrou que a Rho GTPase RAC1 está envolvida na estabilidade da CFTR na membrana e 
na ancoragem ao citoesqueleto de actina, ao induzir a síntese de fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) que ativa a Ezrina e consequentemente promove a formação do complexo 
CFTR-NHERF1-Ezrina e ancoragem deste aos filamentos de actina40. Neste estudo, 
observou-se ainda que o HGF (hepatocyte growth factor) aumentava a ancoragem e 
estabilidade da CFTR na MP ao induzir a ativação da sinalização da Rac1 endógena (Figura 
1.4) em células epiteliais brônquicas e que, quando administrado em conjunto com 
corretores químicos como o VX-809, permite potenciar até 3-vezes a ação destes, 
permitindo restaurar a função da CFTR-F508del para níveis próximos dos 25% da função do 
canal não mutado40. 
 
 
Figura 1.4 - Estabilização da CFTR na MP via RAC1 e HGF. A presença de PIP2, cuja síntese é induzida 
indiretamente pela RAC1 e pelo HGF, leva à ativação da proteína Ezrina e, consequentemente, à formação do 
complexo CFTR-NHERF1-Ezrina e ancoragem deste ao citoesqueleto de actina, promovendo assim a 
estabilização da CFTR na MP. Adaptado de 41. 
 
 No entanto, a administração prolongada de HGF, necessário para os regimes 
terapêuticos crónicos dos doentes com FQ, não seria seguro pois poderia levar a efeitos 
adversos, geralmente associados com à ativação permanente da sinalização de RAC1, 




tem sido também alvo de diversos estudos na área do cancro e, em 1999, foi caracterizada 
por Jordan et al.43 uma variante de splicing desta proteína, a RAC1b, sobreexpressa em 
cancro colorectal43. A RAC1b resulta da adição de 57 nucleótidos à sequência codificante da 
proteína e consequente acréscimo de 19 resíduos de aminoácidos na sequência 
polipeptídica, situados no final da região regulatória Switch II43. Recentemente, Matos et 
al.44,45 descreveu que a sobreexpressão desta variante de splicing em tumores colorectais é 
desencadeada em cenários de inflamação persistente e que esta atua interferindo com a 
função normal de RAC1, reencaminhando a sua sinalização predominantemente para vias 
pro-proliferativas e de sobrevivência celular 44. No entanto, a sua relação com a FQ, também 
caracterizada por processos inflamatórios severos ao nível pulmonar, não é ainda 
conhecida.   
 
1.2  Ezrina 
 
 A proteína Ezrina pertence à família das proteínas ERM (Ezrina/Radixina/Moesina), 
uma classe de proteínas associadas com a ligação de proteínas da MP aos filamentos de 
actina do citoesqueleto. Pertence ainda à superfamília da proteína 4.1, com a qual tem em 
comum um domínio com cerca de 300 resíduos de aminoácidos em comum ao qual se dá o 
nome de FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin). As proteínas ERM têm sido 
altamente conservadas ao longo da evolução e partilham entre elas cerca de 75% de 
homologia em toda a sua sequência peptídica46–48. 
 A Ezrina é constituída por 3 domínios principais: na extremidade N-terminal localiza-
se o domínio globular FERM, o qual interage com as proteínas associadas à MP, que é 
ainda dividido em 3 subdomínios - FERM1, FERM2 e FERM3 -, o domínio α  constituído por 
aproximadamente 177 resíduos de aminoácidos que formam uma estrutura de hélice α e a 
região C-terminal, composta por 89 resíduos de aminoácidos, sendo os últimos 34 resíduos 
responsáveis pela interação com os filamentos de actina do citoesqueleto (Figura 1.5)47,48. 
 
Figura 1.5 - Estrutura da Ezrina. A Ezrina tem um total de 586 aminoácidos e está dividida em 3 domínios: o 
domínio FERM (a amarelo, 320 aa), que é subdividido pelos subdomínios FERM1, FERM2 e FERM3, seguido do 
domínio α (a azul) e por fim o domínio C-terminal (a laranja, 89 aa) onde está inserido o local de ligação à actina 
de 34 resíduos de aminoácidos. Adaptado de 48. 
 
 A função das proteínas ERM é regulada através de alterações conformacionais. 
Quando num estado inativo, a Ezrina adquire uma conformação “fechada” sobre si própria 
através de um mecanismo denominado interação head-to-tail. Esta conformação é 
conseguida através da interação da extremidade N-terminal com a extremidade C-terminal, 
também denominadas de N-ERMAD e C-ERMAD (N- e C-terminal Ezrin-Radixin-Moesin 
Association Domain), respetivamente, tornando assim inacessíveis os locais de ligação da 




proteína é feita sequencialmente através da ligação de PIP2 ao domínio N-ERMAD, que 
leva à dissociação dos domínios C- e N-ERMAD, e da posterior fosforilação de uma 
Treonina conservada no domínio de ligação à actina (Treonina 567), que estabiliza a Ezrina 
no seu estado ativo50. Quando num estado ativo, a ezrina pode ligar-se às proteínas 
associadas à membrana direta ou indiretamente (mediado por proteínas adaptadoras), 
sendo a estabilização da CFTR na MP e ancoragem ao citoesqueleto de actina um desses 
exemplos. Quando a Ezrina é ativada atinge a conformação necessária à ligação à NHERF1 
e ao citoesqueleto de actina assim como induz a dissociação do domínio PDZ2 da proteína 
adaptadora NHERF1 do seu C-terminal, tornando também possível a ligação da CFTR ao 
domínio PDZ234,48, prevenindo assim a endocitose do canal (Figura 1.6)41.  
 
Figura 1.6 - Esquema do complexo macromolecular envolvido na estabilização da CFTR na membrana plásmica 
e ancoragem ao citoesqueleto de actina regulado pela Ezrina. Quando a Ezrina é ativada através da ligação de 
PIP2 e da fosforilação do resíduo de Treonina na posição 567, sofre uma alteração conformacionais que torna 
acessível o local de ligação aos filamentos de actina (em C-terminal) e o domínio FERM que ligar-se-á à 
extremidade C-terminal da proteína adaptadora NHERF1. In vitro, a ativação da Ezrina induz uma alteração 
conformacional na NHERF1 possibilitando que ambos os domínios PDZ se liguem à proteína CFTR. Adaptado 
de 34. 
 
 No entanto, o grupo de acolhimento mostrou recentemente, e com base em estudos 
de influxo de iodeto, que a ligação da CFTR-F508del corrigida farmacologicamente à 
proteína Ezrina deletada no seu domínio C-terminal (Ezrina ΔCt) aumentava até 6 vezes o 
efeito do VX-809 na atividade do canal. Neste sentido, concluiu-se que a ancoragem ao 
citoesqueleto de actina não é essencial na estabilização da CFTR-F508del corrigida com o 
VX-809 na superfície celular - o domínio C-terminal deletado da Ezrina ΔCt é o domínio 
responsável pela interação com os filamentos de actina. Estas observações sugerem que 
apenas o domínio FERM da Ezrina seja necessário (e suficiente) para reter a CFTR-F508del 










1.3  Domínio de transdução da proteína Tat (TAT) 
  
 A proteína Tat, do inglês “Trans-activator of transcription “, é uma proteína reguladora 
da transcrição do vírus do HIV-1 (Human Immunodeficiency Vírus 1) constituída por 86 
aminoácidos. Em 1988, dois estudos independentes mostraram que esta proteína era capaz 
de atravessar as membranas celulares quando adicionada ao meio de cultura de linhas 
celulares e dirigir-se até ao núcleo onde atua no promotor do HIV-1 ativando a 
transcrição51,52, podendo ligar-se a mais de 107 locais por célula alvo e sendo ativa em vários 
tipos celulares 53. 
 Apesar de o mecanismo pelo qual a Tat consegue atravessar as membranas 
celulares ainda não estar completamente elucidado pensa-se que este se baseia numa 
interação entre os aminoácidos básicos da proteína (resíduos 49-57) e os lípidos carregados 
negativamente da MP, tal como acontece com outros domínios de transdução de 
proteínas53,54. 
 Esta capacidade da proteína Tat mostrou-se assim revelante do ponto de vista 
terapêutico como transportadora de proteínas e péptidos recombinantes, bem como de 
outros compostos macromoleculares para as células55. Deste modo, e com vista à 
construção de proteínas de fusão com a proteína Tat, foi importante perceber qual a região 
da proteína essencial para a transdução de modo a reduzir o tamanho da sequência a 
utilizar56. O domínio de transdução da Tat (TAT) foi então definido pela seguinte sequência 
de 11 aminoácidos (resíduos 47 a 57): Tirosina-Glicina-Arginina-Lisina-Lisina-Arginina-
Arginina-Glutamina-Arginina-Arginina-Arginina (YGRKKRRQRRR)52,56, entre os quais consta 
uma sequência (GRKKR) usada como sinal para o transporte nuclear da proteína Tat 
nativa57. 
 Diversas estratégias terapêuticas promissoras tem sido desenvolvidas com base na 
entrega de proteínas de fusão TAT58–60. Entre estas encontra-se uma aplicada na 
terapêutica do próprio HIV-1, que utiliza a transdução de uma protease pró-apoptótica (a 
caspase-3) modificada para ser ativada pela protease do vírus, o que leva especificamente à 
apoptose das células infetadas61 in vitro, mas também in vivo, em murganhos, onde foi 
também possível demonstrar a transdução sistémica de proteína de fusão TAT em vários 
tecidos, inclusive no cérebro62. Estes resultados reforçam assim a hipótese da aplicação 
terapêutica na transdução de pequenos péptidos ou proteínas bioativas em patologias 
afetando múltiplos órgãos ou sistemas. 
  
1.4  Objetivos 
 
 Estudos recentes mostraram que a estabilização na MP da CFTR-F508del, corrigida 
com o corretor VX-809, na MP é conseguida após a ativação da proteína Ezrina e da 
interação do seu domínio FERM com a proteína adaptadora NHERF1, fortalecendo a 
ligação desta última à CFTR. Neste sentido, o principal objetivo do presente trabalho foi 
confirmar e perceber qual o papel do domínio FERM da Ezrina na estabilização da CFTR-





 Transfetar células respiratórias humanas com construções de fusão da proteína 
fluorescente CFP (cyan fluorescent protein) com os vários subdomínios FERM 
(1-3) da proteína Ezrina;  
 Determinar qual(ais) deste(s) subdomínio(s) da proteína Ezrina que é(são) 
responsável(eis) pela potenciação da recuperação funcional de F508del-CFTR; 
 Gerar novas construções de fusão entre o(s) subdomínio(s) relevante(s) 
caracterizado(s) no ponto anterior e o domínio TAT de transdução proteica do 
HIV-1; 
 Produzir os péptidos de fusão construídos no ponto anterior e utilizá-los para 
determinar o seu potencial para reter a CFTR-F508del resgatada 
farmacologicamente na MP, em ensaios funcionais em células epiteliais 
brônquicas. 
   
  
 Como visto anteriormente, a proteína adaptadora NHERF1 apresenta uma 
conformação semifechada através da interação do seu domínio PDZ2 e a região EBD C-
terminal, deixando disponível apenas o domínio PDZ1 para se ligar à CFTR. Quando a 
Ezrina é ativada, leva à alteração conformacional da NHERF1 através da ligação ao domínio 
C-terminal desta última, tornando assim acessível o domínio PDZ2 do NHERF1 para ligação 
à CFTR, o que fortalece a sua estabilidade na MP. Deste modo, um outro objetivo deste 
trabalho foi explorar este mecanismo para desenvolver um sensor de FRET capaz de 
detetar condições que promovam esta alteração conformacional da proteína NHERF1 em 
futuros ensaios de alto rendimento. 
  
 Finalmente, um último objetivo deste trabalho de mestrado consistiu no estudo dos 
níveis de expressão da variante de splicing RAC1b, em tecidos epiteliais brônquicos de 
doentes com FQ, homozigóticos para a mutação F508del e sua correlação com o processo 








2.  Materiais e Métodos 
 
2.1  Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 
 A técnica de PCR é usada para amplificar fragmentos de DNA específicos de uma 
amostra com recurso a pares de oligonucleótidos iniciadores (primers), 
desoxirribonucleótidos tri-fosfatados (dNTP's) e a um enzima DNA polimerase termoestável. 
Esta técnica é realizada num termociclador percorrendo várias etapas: desnaturação, 
hibridação (annealing) e extensão63.  
 A primeira etapa tem como objetivo a desnaturação da cadeira dupla de DNA de 
modo a tornar disponíveis cada uma das cadeias simples da molécula à reação de PCR, 
sendo realizada a 94°C. A etapa de annealing consiste na hibridação de primers, isto é, 
sequências de oligonucleótidos desenhados estrategicamente de forma complementar à 
sequência a amplificar, nas extremidades 5’ das cadeias simples de DNA, sendo a 
temperatura desta etapa dependente da sequência de nucleótidos a hibridar. Por último, na 
fase de extensão, que se dá a uma temperatura de 72°C, são sucessivamente adicionados 
os nucleótidos complementares à sequência alvo com recurso à DNA polimerase. Este 
procedimento é repetido entre 25 a 40 ciclos de modo a produzir várias cópias do fragmento 
de DNA pretendido – o amplicão63. 
 As misturas de reação de PCR foram preparadas com 0,2 µM de cada um dos 
primers a utilizar e 0,5 U de DNA polimerase Dream Taq (Thermo Fisher Scientific) num 
volume final de 25 µl em Tampão de PCR (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCl pH 9, 1,5 mM 
MgCl2, 0,1% de Gelatina (DifcoLab) e 0,2 mM de cada dNTP). Estas misturas de reação 
foram preparadas numa sala própria para o efeito a fim de evitar contaminações de DNA 
das soluções stock. As amostras de DNA foram adicionadas posteriormente numa 
quantidade variável entre 2-5 µl, conforme o objetivo da técnica de PCR. Os pares de 
primers utilizados neste trabalho, assim como as respetivas temperaturas de annealing e 
número de ciclos realizados nas respetivas reações de PCR encontram-se no anexo 6.1 
(Tabela 6.1,Tabela 6.2 e Tabela 6.3). 
 
2.1.1 Análise da expressão de RAC1b e CK8 em tecidos homozigóticos CFTR-
F508del 
  
 Com o objetivo de estudar a expressão de RAC1b e CK8 em amostras de cDNA 
obtidas a partir de tecidos do epitélio brônquico de doentes de FQ homozigóticos para a 
mutação F508del, recorreu-se à técnica de PCR.  
 Para cada amostra fez-se a mistura de reação com tampão de PCR, DNA polimerase 
(Dream Taq) e cDNA (correspondente a ~100 ng de RNA) para os dois PCR, que 
posteriormente foi divida e à qual se adicionou os respetivos primers (Tabela 6.1). Ambos os 
PCR foram realizados no termociclador Tpersonal (Biometra) e começaram com uma 
desnaturação inicial a 94°C durante 10 segundos. As 3 etapas posteriores de desnaturação, 




durante 33 ciclos para o RAC1/RAC1b e 30 ciclos para a CK8. A etapa final de extensão a 
72°C teve a duração de 10 minutos. 
 
2.1.2 Eletroforese em géis de agarose 
 
 Para analisar e separar fragmentos de DNA foi recorrentemente utilizada a 
eletroforese em géis de agarose. Esta eletroforese é feita horizontalmente em tampão Tris-
Borato-EDTA (TBE, 89 mM Tris, 89 mM Ácido Bórico e 2 mM EDTA) e a voltagem constante 
(geralmente entre 70 a 95 Volts (V)).  
 A percentagem de agarose utilizada no gel depende do tamanho dos fragmentos a 
separar, sendo que o aumento da percentagem de agarose origina poros sucessivamente 
mais pequenos. Conforme o tamanho dos fragmentos é então escolhida a percentagem de 
agarose adequada (geralmente entre 0,5 a 2% (p/v)) que será dissolvida em TBE. A essa 
mistura é ainda adicionado Brometo de Etídeo, que irá intercalar-se na estrutura do DNA, 
permitindo a visualização das bandas no gel ao emitir fluorescência num comprimento de 
onda à volta dos 605 nm (laranja) quando exposto à luz ultravioleta63.  
 Às amostras a aplicar no gel foi adicionado um loading buffer, contendo glicerol para 
aumentar a densidade da amostra e facilitar a aplicação, e um corante (geralmente azul de 
bromofenol, orange G ou xyleno cianol) que permite monitorizar a corrida das amostras. Foi 
ainda aplicado um marcador com fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos num dos 
poços do gel para ajudar a estimar o tamanho dos fragmentos de DNA nas amostras. No 
final da corrida, os géis foram colocados num transiluminador de luz UV e fotografados 
recorrendo ao sistema de aquisição digital de imagens FireReaderTM. 
 
2.2  Clonagem 
 
 A clonagem é uma ferramenta que permite a manipulação de moléculas de DNA com 
fim a criar novas moléculas de DNA recombinante. Esta manipulação genética faz uso de 
enzimas endonucleases de restrição que reconhecem sequências de nucleótidos 
específicas (geralmente de 4 a 6 pb) hidrolisando-as nessa região do DNA, na presença de 
um tampão adequado. O fragmento resultante da hidrólise é posteriormente ligado, com 
recurso a um DNA ligase, a um plasmídeo também hidrolisado previamente com os mesmos 
enzimas de restrição (geralmente numa região denominada por multiple cloning site (MCS)), 
de modo a ter as extremidades complementares com o fragmento a ser clonado63. 
 A clonagem de fragmentos de DNA em plasmídeos, preparados para atuar como 
vectores de expressão génica em células de mamífero, alia duas grandes vantagens: 1) 
serem facilmente produzidos, por incorporação (transformação) e amplificação em bactérias 
competentes (geralmente estirpes laboratoriais de Escherichia coli (E. coli)); 2) poderem ser 
transfetados em células eucarióticas (ver 2.3.1), induzindo a expressão de altos níveis de 
proteína recombinante por meio de promotores virais otimizados63. 
 Neste trabalho procedeu-se à subclonagem da construção de fusão TAT-FERM2 
(sintetizado pela NZYTech e incorporado no plasmídeo pNZY29 para produção de proteínas 




originando o vector pcDNA3-hygro-TAT-FERM2. Este vector possui na sua estrutura de 
base uma cassete de resistência a Higromicina B que permitirá a seleção de linhas celulares 
a expressarem estavelmente o péptido recombinanteTAT-FERM2. 
 A digestão do vector original pcDNA3-hygro e do vector com o insert (TAT-FERM2) 
foi feita com os enzimas de restrição Hind III (Invitrogen) e Xba I (Invitrogen) em tampão 2 
(New England Biolabs) e na presença de 0,1 mg/ml de BSA (New England Biolabs) durante 
1h e 30 minutos a 37°C. A digestão foi confirmada por corrida de ¼ do volume de reação em 
eletroforese em gel de agarose de 1%. Posteriormente a digestão que continha o insert foi 
novamente aplicada, na sua totalidade, em gel de agarose e o insert foi extraído do gel e 
purificado com o GeneJet Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). O vector foi ainda 
desfosforilado com 1U de fosfatase alcalina (Rapid DNA Dephos & Ligation Kit, Roche) 
durante 1h a 65°C e posteriormente também purificado com o kit NucleoSpin® Gel and PCR 
clean up (Macherey-Nagel). De seguida, a ligação do vector e do insert foi feita na 
proporção de 1:7 (v/v) com o Rapid DNA Dephos & Ligation Kit (Roche), baseado na ação 
do DNA ligase do bacteriófago T4. A utilização de todos os Kits decorreu de acordo com as 
instruções do fabricante. 
 Posteriormente, as transformações dos plasmídeos recombinantes foram feitas em 
bactérias competentes E. coli DH5α na proporção de 1:5 (v/v) e incubadas em gelo durante 
30 minutos. Findo esse tempo, as bactérias foram sujeitas a um choque térmico a 42°C 
durante 30-45 segundos para que sejam abertos poros nas membranas das mesmas 
permitindo a entrada do DNA exógeno, e colocadas de imediato novamente em gelo durante 
pelo menos 2 minutos, de modo a recuperarem e para que os poros na membrana se 
fechem. Todo o procedimento posterior foi efetuado à chama para garantir a esterilidade, e 
começou por se adicionar uma quantidade de Meio Luria-Bertani (LB) líquido (previamente 
colocado à temperatura ambiente) 5 vezes superior ao volume de bactérias. A mistura foi 
colocada durante pelo menos 1 hora a 37°C e sob agitação constante a 400 rpm. Em 
seguida a transformação foi plaqueada na totalidade em placas de LB-Agar com 100 µg/ml 
de Ampicilina (Sigma-Aldrich) que foram colocadas numa estufa a 37°C durante a noite 
(overnight – O/N). Deste modo, as bactérias que incorporaram o DNA exógeno irão crescer 
e formar colónias na placa pois o plasmídeo pcDNA3-hygro contem também uma cassete de 
resistência ao antibiótico Ampicilina. 
 Para garantir que determinada colónia incorporou o plasmídeo correto, ou seja, o que 
tem o insert pretendido e não só o plasmídeo religado, foi feito um PCR com primers que 
hibridam no plasmídeo em regiões que flanqueiam o insert (neste caso utilizaram-se os 
primers PCMV5-1F e PFGH-R1 – Tabela 6.3) – procedimento chamado de screening. A 
avaliação da integridade da clonagem é feita através do tamanho do amplicão pretendido e 
da comparação com o amplicão proveniente do plasmídeo sem insert, incluído no ensaio 
como controlo. Posteriormente, as colonias positivas, isto é, que produzem o plasmídeo 
desejado, foram colocadas a crescer em 3ml de LB líquido suplementado com Ampicilina 
num agitador orbital (GallenKamp) a 37°C sob agitação constante de 220 rpm e O/N.  
 No dia seguinte o DNA plasmídico foi extraído das bactérias e purificado com o kit 
GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific), obtendo-se uma “mini-prep”. 
Finalmente a mini-prep obtida foi quantificada no espectrofotómetro Nano-Vue (MacCHESS) 
onde se mediu a sua concentração de DNA através da leitura da Absorvância a 260 nm 




o comprimento de onda usado, e l a distancia percorrida pelo feixe de luz) e o seu grau de 
pureza através da razão A280nm/A260nm, que deve ser aproximadamente 1,8 63. 
 
 As restantes subclonagens efetuadas neste trabalho tiveram como objetivo a troca 
de um determinado fragmento de DNA entre vectores ou a substituição de determinada 
sequência de DNA de um vector envolvendo assim um passo prévio de subclonagem 
adicional que está descrita abaixo (ponto 2.2.1). 
 
2.2.1  Subclonagem no vector TOPO 
 
 Quando se pretende fazer uma clonagem a partir de um produto de PCR, é 
recorrente efetuar-se um passo intermédio que consiste em clonar primeiramente a 
sequência de DNA obtida por PCR num vector para amplificação em bactérias, como o 
vector pCR™2.1-TOPO® (Invitrogen) parte de um kit (TOPO® TA Cloning® Kit – Invitrogen) 
desenhado para facilitar este processo. Este passo intermédio permite garantir a clonagem 
inicial do produto de PCR e perceber se foi amplificado o produto de PCR pretendido, 
através de sequenciação, antes de prosseguir para a clonagem final. Como os primers 
utilizados (Tabela 6.2) na amplificação dos fragmentos desejados foram desenhados para 
incluir a 5’ sequências de reconhecimento para endonucleases específicas, para possibilitar 
a inserção nos plasmídeos alvo, o facto de os produtos estarem inseridos num vector, 
garante ainda a presença de um número suficiente de nucleótidos a flanquear estas 
sequências para que os endonucleases atuem de forma correta e eficiente. A utilização do 
kit TOPO® TA Cloning®, seguiu as indicações do fabricante.  
 
 Esta estratégia foi utilizada na substituição do FERM2 no pcDNA3-hygro-TAT-
FERM2 pelo CFP. Esta clonagem teve como objetivo construir um péptido de fusão TAT 
controlo. O CFP (Cyan Fluorescent Protein) foi amplificado por PCR a partir do vector 
pECFP-C3 (Clontech). Um quinto do produto de PCR (5 µl) foi corrido em gel de agarose 1% 
para confirmar que foi amplificado o produto esperado e posteriormente clonado no vector 
TOPO. Após a confirmação, através de sequenciação, que a sequência inserida estava 
conforme pretendido seguiu-se para a clonagem final. 
 Deste modo, ambos os vectores TOPO-CFP e pcDNA3-hygro-TAT-FERM2 foram 
digeridos com os enzimas de restrição Xho I (Invitrogen) e Sma I (Thermo Fisher Scientific) 
na presença de tampão 4 (New England Biolabs) e BSA durante 1h e 30 minutos a 37°C. A 
eficiência da digestão foi avaliada em gel de 1% agarose e o vector digerido foi 
desfosfosforilado como descrito anteriormente. Após confirmada a digestão, a quantidade 
restante de ambas as digestões foram separadas em gel de 1% agarose e o insert CFP e o 
vector pcDNA3-hygro-TAT foram extraídos do gel e purificados como anteriormente. O 
restante procedimento de ligação, transformação, screening e crescimento em cultura foi 









 Em biologia molecular é importante perceber a integridade e a sequência de um 
dado plasmídeo ou de um produto de clonagem, determinando-se a respetiva sequência de 
nucleótidos. A sequenciação foi feita com base no método de Sanger, em que após a 
hibridação do primer na cadeia simples do DNA alvo, são adicionados em 3’, de forma 
complementar à sequência de DNA, desoxirribonucleótidos ou didesoxirribonucleóticos (que 
não possuem o grupo OH necessário à formação da ligação fosfodiéster com o nucleótido 
seguinte - terminadores) – por um DNA polimerase. Assim, quando adicionados 
didesoxirribonucleóticos, a ausência do grupo OH resulta na terminação prematura da 
sequência complementar em síntese, existindo no final da reação múltiplas sequências 
prematuras de tamanhos variáveis. Na abordagem de sequenciação utilizada neste trabalho, 
os oligonucleótidos terminadores encontram-se covalentemente ligados a fluoróforos, sendo 
que a cada base azotada corresponde um fluoróforo diferente. No final, a reação de 
sequenciação é aplicada num capilar de eletroforese de um sequenciador automático 
(3130xl Genetic Analyser, Applied Biosystems) onde os fluoróforos são excitados por um 
laser emitindo luz nos seus comprimentos de onda específicos sendo permitido deduzir a 
sequência original com base no tamanho dos fragmentos e na fluorescência do respetivo 
nucleótido terminador incorporado. 63. 
  A reação de sequenciação começou com uma desnaturação a 96°C durante 10 
minutos seguida de 25 ciclos com 10 segundos de desnaturação, 5 segundos de annealing 
e 4 minutos de extensão a 60°C, permitindo assim a amplificação linear da cadeia simples 
de DNA. As reações foram feitas num volume total de 10 µl onde se adicionou 1 µl de DNA 
polimerase BigDyeTM em tampão próprio, 20 µmol do primer a utilizar (Tabela 6.4) e 350 ng 
de DNA. 
 As sequenciações foram posteriormente avaliadas com recurso à ferramenta 
bioinformática BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI, 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), onde foram comparadas com a sequência de DNA esperada. 
Desvios à sequência esperada foram confirmados diretamente por leitura dos 
electroferogramas produzidos pelo software do sequenciador automático. 
 
2.3  Cultura de células 
 
 A cultura de células é uma técnica com grande aplicação nas áreas da biologia 
celular que consiste na cultura e manutenção de células isoladas de um tecido animal em 
condições favoráveis específicas. Deste modo, é importante garantir um meio de cultura 
adequado – meio simples ou suplementado com um soro animal – tendo em conta a sua 
composição em nutrientes, vitaminas, cofatores, fatores de crescimento e proteínas, pH e 
osmolaridade, assim como as condições físicas de incubação no que respeita à temperatura 
e percentagem de dióxido de carbono (CO2) – sendo normalmente usada uma estufa de 
atmosfera humidificada a 37°C com 5% de CO2 64,65. 
 Um outro requisito importante na manutenção de linhas celulares é garantir 
condições assépticas com o objetivo de prevenir possíveis contaminações. Assim, os meios 




devidamente descontaminadas através de radiação ultravioleta, na manipulação das linhas 
celulares. Todos os materiais não estéreis e superfícies de trabalho devem ainda ser 
desinfetados com álcool a 70%64. 
 A proliferação das células em cultura pode dar-se em monocamada ou em 
suspensão, conforme o tipo celular (aderente ou não aderente), e é feita em placas ou em 
frascos de cultura conforme o número de células necessário. Quando as células atingem 
uma confluência ótica entre 80-100% é feita uma diluição e subcultura (ou “passagem”) das 
mesmas para um ou mais novos frascos de cultura. No caso das linhas celulares em 
monocamada, as interações célula-célula e célula-frasco de cultura são quebradas através 
da adição de tripsina, e posteriormente, as células já em suspensão são diluídas em meio 
de cultura e uma fração da diluição, dependente do crescimento verificado, é transferida 
para um novo frasco com meio de cultura novo. 
 No entanto, as linhas celulares não podem ser mantidas em cultura por tempo 
ilimitado. Com o aumento do número de passagens estas podem sofrer alterações genéticas 
que poderão gerar fenótipos aberrantes e desvirtuar os resultados dos trabalhos 
experimentais pelo que não é recomendável manter-se uma determinada linhagem celular 
em cultura por mais do que 30 passagens. Deste modo, é fundamental armazenar alíquotas 
das linhas celulares aquando das primeiras passagens de forma a ter sempre disponível 
uma determinada linha celular perto do seu estado inicial.  
 O armazenamento de células é feito através da criopreservação que consiste no 
congelamento das alíquotas de células em azoto líquido (-196°C). As alíquotas são feitas 
após a passagem das células em que a diluição restante é centrifugada a 300 x g durante 5 
minutos. O pellet de células resultante é ressuspendido numa mistura de FBS e 10% de 
DMSO - um agente crioprotetor - e são feitas alíquotas de 1 ml em ampolas próprias para 
criopreservação que são armazenadas primeiramente a -80°C num recipiente com 
isopropanol, e após um mínimo de 24 horas, transferidas para contentores com azoto 
liquido. O DMSO e o primeiro armazenamento a -80°C em isopropanol tem como intuito um 
congelamento progressivo evitando assim a formação de cristais de gelo que poderiam 
disromper as membranas celulares levando à lise celular 64. O descongelamento das 
alíquotas criopreservadas deve ser feito o mais rapidamente possível colocando as ampolas 
a 37°C e assim que descongeladas a mistura deve ser transferida para o frasco de cultura 
com o meio de cultura apropriado. No entanto, na maioria das linhas celulares é 
aconselhada a remoção do DMSO, que é tóxico para as células, através da centrifugação do 
conteúdo da ampola. Após a centrifugação, as células são então ressuspensas no respetivo 
meio e transferidas para o frasco de cultura. 
 Nos estudos realizados neste trabalho experimental foram utilizadas linhas celulares 
derivadas de células do epitélio brônquico de um doente com FQ (Cystic Fibrosis Bronchial 
Epithelial cells - CFBE), sem expressão detetável de CFTR, que foram modificadas para 
expressarem estavelmente os cDNAs da CFTR selvagem (wt) ou F508del humanas – CFBE 
wt e CFBE F508del, respetivamente. Foi ainda utilizada uma linha derivada das células 
CFBE F508del, a qual foi modificada para expressar também estavelmente um mutante da 
proteína fluorescente YFP (YFP-F46L/H148Q/I152L ou HS-YFP) sensível a variações na 
concentração intracelular de iodeto, usadas nos ensaios de influxo de iodeto (ver 2.6). 
Também foram usadas linhas celulares derivadas de rim de hamster (Baby Hamster Kidney 
cells – BHK) e de células embrionárias de rim humanas (Human Embryonic Kidney 293 cells 




(MEM+GlutaMAXTM, Gibco™, ThermoFisher Scientific) suplementado com 10% (v/v) de 
Soro Fetal Bovino (FBS, Gibco™, ThermoFisher Scientific) e Puromicina (2 μg/ml, Gibco™, 
ThermoFisher Scientific). As células HEK 293 foram mantidas em meio Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM+GlutaMAXTM, Gibco™, ThermoFisher Scientific) suplementado com 10% 
(v/v) de FBS e para as células BHK foi usado o Meio Eagle Modificado por Dulbecco com 
Mistura de Nutrientes F-12 (DMEM-F12+ GlutaMAXTM, Gibco™, ThermoFisher Scientific) 
suplementado com 10% (v/v) de FBS. Para os clones estáveis de CFBE CFTR-F508del-HS-
YFP(F46L/H148Q/I152L) foi acrescido 400 µg/µl de Higromicina B (Invitrogen) ao meio 
usado para as células CFBE F508del parentais. Para os clones de HEK-TAT-CFP/FERM2 
foi acrescido 200 µg/ml de Higromicina B ao meio usado para as células HEK parentais. 
 As linhas celulares foram mantidas em cultura maioritariamente em frascos de 
cultura com 75cm2 – T75 (VWR) e cultivadas em placas com 35 mm de diâmetro – p35 
(Thermo Fisher Scientific) – ou 60 mm de diâmetro – p60 (Thermo Fisher Scientific) – para 
os diversos procedimentos experimentais, sendo os meios aquecidos previamente à sua 
utilização a 37°C. Aquando das passagens, após retirar o meio de cultura dos frascos, as 
células foram lavadas com 2 ml de Tripsina+0,05% EDTA (Gibco™, ThermoFisher Scientific) 
para retirar os vestígios de meio que ficaram no frasco e que iriam inibir o passo de 
tripsinização, e posteriormente foi adicionado 1 ml de tripsina e as células foram colocadas 
na estufa. Excecionalmente, no caso das células CFBE iniciou-se este processo com uma 
lavagem com 2 ml de PBS (Gibco™, ThermoFisher Scientific) + 0,05% EGTA (Sigma-
Aldrich) e posteriormente as células foram colocadas na estufa com 1 ml novo de 
PBS+0,05%EGTA. Este passo é importante para quebrar as interações célula-célula, sendo 
o EGTA um agente quelante, mais específico que o EDTA, para os iões Ca2+ necessários 
nas adesões celulares mediadas por caderinas, que no caso desta linha celular são muito 
fortes e dificultaria o processo de tripsinização, sendo este passo monitorizado ao 
microscópio ótico invertido. O PBS+EGTA foi então substituído por 1 ml de tripsina+EDTA e 
procedeu-se à passagem das células para o novo frasco de cultura, como descrito 
anteriormente. 
 As linhas celulares em cultura foram testadas mensalmente para a presença da 
bactéria Mycoplasma uma vez que esta é uma contaminação frequente em laboratórios de 
cultura celular. Esta contaminação não é percetível ao microscópio nem provoca alterações 
físicas no meio de cultura mas afeta o crescimento celular e provoca alterações no 
metabolismo celular63. Quando detetada a presença desta estirpe bacteriana, através de 
PCR, as células foram tratadas com o antibiótico PlasmocinTM (InvivoGen) que foi 
adicionado por 15 dias consecutivos ao respetivo meio de cultura numa concentração final 
de 25 µg/ml. 
 
2.3.1 Transfeção celular 
 
 A transfeção celular consiste na introdução de DNA ou RNA exógenos nas células 
com o intuito de estudar a expressão e função de determinados genes ou proteínas 
específicas, assim como para produzir proteínas recombinantes. A transfeção pode ser 
transiente ou estável. No primeiro caso as células expressam o material genético introduzido 




genético introduzido nas células é incorporado no genoma das mesmas e expresso 
constitutivamente com o crescimento celular66. 
 A transfeção poderá ser efetuada através de métodos biológicos – utilizando vírus 
para introduzir o material genético nas células (também designada por transdução) –, 
químicos – através do uso de polímeros ou de lípidos catiónicos –, ou físicos – com recurso 
a eletroporação, por exemplo. O método de transfeção química é o mais comum e tem como 
princípio a formação de complexos entre moléculas carregadas positivamente com o 
material genético que possui carga negativa, encapsulando assim o DNA. Os complexos 
formados são posteriormente adicionados às células, interagem com os lípidos carregados 
da MP e acredita-se que libertem o DNA dentro das células através de endocitose. Este 
método de transfeção apresenta uma baixa citotoxicidade, fácil aplicabilidade e 
disponibilidade como vantagens sendo que a eficiência de transfeção depende do tipo de 
células66. 
 Com fim à transfeção celular as células foram inicialmente colocadas a crescer em 
placas p35 ou p60 com 2 ml ou 5 ml, respetivamente, do meio apropriado. Após cerca de 
24h, tempo suficiente para que ocorra a adesão celular às placas, procedeu-se à transfeção. 
Neste trabalho usou-se como reagentes e meios de transfeção a LipofectaminaTM 2000 
(LF2K, Invitrogen) e meio OptiMEM (Gibco™, ThermoFisher Scientific) para células CFBE e 
BHK e Metafectene® (Met, Biontex) e meio DMEM simples para células HEK 293. O 
processo de transfeção começa com a formação de duas soluções independentes com o 
respetivo meio, uma com o reagente de transfeção e outra com o DNA, que ficam a 
repousar durante 5 minutos. De seguida as soluções são misturadas para que ocorra a 
formação dos complexos que, ao fim de 20 minutos, são adicionadas ao meio de cultura das 
células (condições na Tabela 2.1). 
 
Tabela 2.1 - Condições de transfeção para cada linha celular. 
Tipo celular Nº de células DNA 
Reagente de 
transfeção 
Formação dos complexos 
BHK 2,6 x 105/p35 4 µg 8 µl LF2K 
125 µl de OptiMEM + LF2K 
125 µl de OptiMEM + DNA 
CFBE 2 x 106 /p35 3 µg 9 µl LF2K 
125 µl de OptiMEM + LF2K 
125 µl de OptiMEM + DNA 
HEK 293 
7,5 x 105 /p35 1 - 5 µg 4,5 – 22,5 µl Met 
150 µl de DMEM + Met 
150 µl de DMEM + DNA 
2 x 106 /p60 3 - 15 µg 13,5 – 67,5 µl Met 
300 µl de DMEM + Met 







2.3.2  Produção dos péptidos de fusão TAT 
  
 A produção dos péptidos de fusão TAT-CFP e TAT-FERM2 foi feita com recurso a 
linhas celulares, sendo estes secretados para o respetivo meio de cultura uma vez que 
incluem no início da sua sequência codificante (N-terminal) o péptido sinal da proteína 
prolactina (MNIKGSPWKGSLLLLLVSNLLLCQSVAP) que os encaminha para a via 
secretora.  
 Numa etapa inicial foi necessário testar qual a melhor linha celular para o efeito, 
tendo-se optado pelas células BHK e HEK 293 uma vez que são linhas celulares com uma 
alta eficiência de transfeção. As células foram assim transfetadas com o plasmídeo 
pcDNA3-hygro-TAT-FERM2 e com os plasmídeos pCDNA3-hygro-TAT-CFP e pECFP-C3 
(CFP EV) como controlos. 
 As condições de transfeção estão resumidas na Tabela 2.1, sendo que foi 
transfetada uma quantidade de DNA 5 vezes superior de pcDNA3-hygro-TAT-FERM2 em 
relação aos controlos. Esta proporção no caso das células BHK F508del foi ajustada com a 
transfeção de um plasmídeo vazio, o pcDNA3-Myc-Empty Vector, para um total de 4 µg de 
DNA. Para as células HEK 293 é possível ajustar a quantidade de DNA com a quantidade 
de Metafectene, pelo que em placas p35 foi transfetado 1 µg de DNA de ambos os controlos 
com 4,5 µl de Metafectene e 5 µg de pcDNA3-hygro-TAT-FERM2 com 22,5 µl de 
Metafectene, sendo estas quantidades triplicadas quando foram usadas placas p60. 
Passadas 4h desde a transfeção, tempo necessário para que o DNA entre nas células, os 
meios de cultura foram renovados para metade do que é habitualmente usado, isto é, 1 ml 
no caso das p35 e 2,5 ml para as p60, com o objetivo de concentrar as proteína de fusão 
secretadas no meio. 
 Após pelo menos 24h foram recolhidas alíquotas dos meios de cultura a vários 
intervalos de tempo, conforme o estudo a realizar (ver 3.2.2), e quando recolhido todo o 
meio de cultura procedeu-se à lise das células. Os meios recolhidos foram centrifugados a 
6000rpm durante 5 minutos, de modo a depositar os detritos celulares presentes no meio, e 
os sobrenadantes guardados a -20°C para posterior utilização. 
 
2.3.3 Clones estáveis 
 
 Com recurso às transfeções estáveis é possível modificar uma linha celular de modo 
que passe a expressar constitutivamente determinado DNA exógeno introduzido, sendo as 
células selecionadas através de um marcador de seleção geralmente presente no mesmo 
vector que o DNA de interesse. 
 Neste trabalho criaram-se clones estáveis de células HEK 293 com o objetivo de 
expressarem constitutivamente e secretarem o péptido de fusão TAT-FERM2 e, como 
controlo, em paralelo, o péptido TAT-CFP. Os péptidos de fusão foram clonados no vector 
pcDNA3-hygro que tem como marcador de seleção o antibiótico Higromicina B.  
 Ambos os plasmídeos foram linearizados com o endonuclease SspI (ThermoFisher 
Scientific) para facilitar a sua integração no genoma da célula. Após confirmada a 




procedeu-se à transfeção das HEK em placas p35. O procedimento de transfeção foi 
semelhante ao descrito em 2.3.1 tendo-se usado 1,2 µg de DNA e 5,4 µl de Metafectene. 
Passados dois dias, as células foram tripsinizadas – lavagem inicial com 1 ml de tripsina e 
processo de tripsinização com 0,5 ml de tripsina – e passadas para uma placa com 100 mm 
de diâmetro (p100, ThermoFisher Scientific) com 12 ml de meio suplementado com 200 
µg/ml Higromicina B, iniciando-se assim o processo de seleção dos clones que incorporaram 
o plasmídeo pcDNA3-hygro-TAT-CFP e pcDNA3-hygro-TAT-FERM2. 
 Ao fim de uma semana em seleção, as células que sobreviveram e formaram clones 
individualizados foram isoladas mecanicamente (por raspagem e aspiração com uma 
micropipeta) e transferidas para uma placa com 24 poços (24-well, ThermoFisher Scientific) 
com 500 µl de meio com 200 µg/ml Higromicina B. Este procedimento foi feito mediante a 
observação das placas ao microscópio ótico invertido, que foi previamente colocado dentro 
da estufa e descontaminado com radiação UV. 
  O crescimento dos clones nas p24 foi monitorizado e os que iam apresentando um 
maior crescimento celular foram passados para uma placa p35, tendo sido retirada uma 
alíquota para analisar a expressão dos respetivos péptidos de fusão TAT por Western Blot. 
Estas alíquotas foram centrifugadas durante 5 minutos a 6000rpm, de modo a depositar 
todas as células, e os pellets foram posteriormente lavados com PBS e lisados em tampão 
SB 2x (100 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% (v/v) Glicerol, 4% (m/v) SDS, 130 mM DTT, 0,5 mg 
Azul Bromofenol) suplementado com 0,02 U de Nuclease universal (Pierce) e 5mM de MgCl2 
para degradar os ácidos nucleicos e reduzir a viscosidade das amostras, tendo sido 
analisados 40 µl das amostras por SDS-PAGE em géis de 1,5mm.  
 O tampão de lise utilizado para além de rebentar as células e, consequentemente, 
expor o seu conteúdo proteico, irá ainda alterar a conformação tridimensional das proteínas, 
através da quebra das ligações persulfureto, expondo as suas cadeias polipeptídicas. Após 
a lise, as amostras foram deixadas cerca de 20 minutos à temperatura ambiente, de modo a 
que o Nuclease atue, e posteriormente sofreram um outro processo de desnaturação a 95°C 
durante 10 minutos. A aquisição da estrutura secundária das proteínas é importante para 
que estejam disponíveis à ligação ao SDS aquando da eletroforese67. 
 Os clones que apresentaram expressão dos péptidos de fusão TAT-CFP e TAT-
FERM2 foram finalmente passados para frascos de cultura de 25cm2 (T25, ThermoFisher 
Scientific) e, quando confluentes, foram criopreservados para utilização futura.  
 
2.4  Eletroforese SDS-PAGE e Western Blot 
 
 A combinação das técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecilsulfato 
de sódio (SDS-PAGE) e Western Blot (WB) é uma prática recorrente para avaliar 
abundância relativa de proteínas de interesse numa determinada amostra. 
 A eletroforese SDS-PAGE permite separar as proteínas de uma determinada 
amostra consoante as suas massas moleculares através dos poros do gel, num tampão de 
SDS. O SDS é um detergente aniónico capaz de se ligar às cadeias polipeptídicas das 
proteínas induzindo a desnaturação das suas conformações tridimensionais e conferindo-
lhes carga negativa. Assim, as proteínas ficam uniformemente com carga negativa e, 




dependente unicamente da massa molecular das proteínas, sendo que proteínas mais 
pequenas migram mais facilmente ao longo do gel que proteínas maiores67. A massa das 
proteínas é monitorizada e estimada com base num marcador de proteínas de massas 
conhecidas (Precision Plus ProteinTM Standards – BIO-RAD) que é corrido em simultâneo 
com as amostras. 
 Os géis de poliacrilamida (mistura de acrilamida e bisacrilamida) utilizados foram 
formados verticalmente entre 2 vidros, com 0,75mm ou 1,5mm de espessura, num suporte 
para o efeito (BIO-RAD). Os géis são constituídos por duas fases com percentagens de 
poliacrilamida diferentes: um gel de concentração com uma percentagem de 4% que tem 
como intuito concentrar as amostras aplicadas de forma a ficarem numa mesma posição de 
“partida” quando for iniciada a separação; e um o gel resolvente, isto é, onde vão ser 
separadas as proteínas da amostra, que pode ter concentrações variáveis de poliacrilamida 
conforme o tamanho dos poros pretendido. Em ambos os casos, a mistura para a síntese 
dos géis é constituída por 4 a 10% de acrilamida:bisacrilamida (37.5:1, BIO-RAD), tampão 
Tris-HCl (BIO-RAD, 375mM, pH 8,8, para o gel resolvente e 62,5mM, pH 6,8 para o de 
concentração), 0,10% (m/v) SDS (Sigma-Aldrich) em água bi-destilada Mili-Q, sendo a 
polimerização dos mesmos iniciada após a adição de 0,1% (m/v) Persulfato de Amónio 
(APS, Sigma-Aldrich) e 0,0005% (v/v) N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED, VWR). 
Neste trabalho experimental utilizou-se ainda uma adaptação dos géis de poliacrilamida 
normais, que consistiu na adição de 1% (v/v) de glicerol com o objetivo de melhor separar as 
formas glicosiladas da proteína de membrana CFTR. A eletroforese com géis normais foi 
feita a amperagem constante de 20 mA/gel durante 60 minutos, enquanto os géis de glicerol 
foram corridos a voltagem constante de 150V, a 4°C e durante aproximadamente 1h e 45 
minutos, em tampão SDS (8,7 mM SDS, 63 mM Tris e 480 mM Glicina). 
 Posteriormente, as proteínas já separadas por tamanho foram transferidas para uma 
membrana absorvente de difluoreto de polivinilideno (PVDF) através da aplicação de uma 
corrente elétrica68. A transferência é feita num tampão de Blot (para géis de poliacrilamida 
normais - Blot Buffer 1X (48 mM Tris, 38,6 mM Glicina, 1,41 mM SDS), 20% (v/v) Metanol); 
para géis de poliacrilamida com glicerol - Blot Buffer 1X (24,8 mM Tris, 192 mM Glicina), 
20% (v/v) Metanol) e dá-se do polo negativo para o polo positivo. Para este procedimento foi 
montada uma sandwich com uma esponja e 2 papéis de filtro 3MM em cada uma das 
extremidades, a fim de exercer pressão e manter uma superfície de contacto homogénea 
entre o gel de poliacrilamida previamente corrido e a membrana de PVDF (BIO-RAD) que 
lhe é colocada por cima, previamente hidratada, tal como ilustrado na Figura 2.1.  
 
 
 Figura 2.1 - Esquematização da montagem da sandwich a utilizar na técnica 




 A transferência por WB foi feita a voltagem constante de 100V, durante 1h para os 
géis normais e a amperagem constante de 300mA e em gelo durante 1h e 30 minutos para 
os géis de glicerol. Após a transferência a proteína transferida para a membrana de PVDF 
foi corada e fixada com uma solução de azul de Coomassie (0,25% (m/v) Azul Brilhante de 
Coomassie R-250, 45% (v/v) Metanol e 10% (v/v) Ácido acético em água bi-destilada) e o 
excesso lavado sob agitação com uma solução de descoloração (45% (v/v) Metanol e 10% 
(v/v) Ácido acético em água bi-destilada). De seguida a membrana foi lavada 3 vezes com 
uma solução de TBST (TBS + 0,05% (v/v) de Triton-X100 (TX-100, Sigma-Aldrich)), de 
modo a eliminar os resíduos de ácido acético, e incubada durante 1 hora numa solução de 
5% (m/v) em TBST de leite magro em pó (Molico, Nestlé), em agitação. A incubação em 
leite tem como objetivo “bloquear” locais livres da membrana a fim de impossibilitar 
possíveis ligações inespecíficas dos anticorpos. A deteção das proteínas em estudo é feita 
através de uma primeira incubação da membrana, ou partes da membrana, com uma 
diluição apropriada (em TBST+5% leite) de um anticorpo primário específico O/N em 
agitação (Tabela 2.2). Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes com a solução de 
TBST, para retirar o excesso de anticorpo primário que não se ligou à membrana, e 
incubada com um anticorpo secundário (desenvolvido contra as cadeias pesadas da espécie 
do anticorpo primário) conjugado com peroxidase de rábano (HRP), geralmente na diluição 
de 1:3000, durante 1h sob agitação. Por último, a visualização das proteínas na membrana 
é feita numa câmara escura com base num método de quimioluminescência e por 
autoradiografia. As membranas são postas em contacto com uma mistura de 2 soluções (A 
– 0,1 M Tris-HCl pH 8,8, 37,5 µM luminol (Roche), 0,4 µM ácido p-cumárico (Roche) e B – 
0,1 M Tris-HCl pH 8,8, 49 mM peróxido de hidrogénio (H2O2, Sigma-Adlrich)) durante 1 
minuto, tempo suficiente para o luminol, na presença de H202, ser oxidado pela HRP e se 
dar a reação de quimioluminescência68. Imediatamente de seguida, as membranas são 
colocadas numa cassete própria e expostas a chapas raio-X que foram reveladas num 
revelador automático (Medical X-ray Processor, KODAK).  
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Os lisados celulares e as alíquotas de meio de cultura recolhidas para a produção 
dos péptidos de fusão TAT, em cada experiência, foram também sujeitas à técnica de WB 
de modo a avaliar a concentração de péptido nas amostras. O processo de lise iniciou-se 
com a lavagem das células com meio de cultura simples (MEM) e posteriormente foi feita 
uma raspagem das células com SB 2X suplementado com Nuclease e MgCl2. A uma 
pequena fração das alíquotas de meio foi adicionado SB 1X, como tampão de aplicação, e 
as amostras (60µl) foram separadas por SDS-PAGE em géis de 1,5 mm. 
 Os níveis de expressão das proteínas em estudo foram quantificados 
densitometricamente a partir das chapas obtidas por autoradiografia através do programa 
ImageJ (download em https://imagej.nih.gov/ij/).  
 
2.5  Biotinilação de Proteínas na Superfície Celular 
 
 A biotinilação de proteínas na superfície celular é uma técnica que, sob condições 
não permeabilizantes, permite analisar de forma seletiva a abundância relativa de proteínas 
de interesse na MP69. Através desta técnica foi possível estudar a influência dos vários 
subdomínios FERM da Ezrina (FERM1, FERM2 e FERM3) nos níveis da proteína CFTR na 
superfície celular. 
 A parte inicial deste procedimento foi feita numa câmara fria a 4ºC, e com as placas 
de cultura em gelo, onde as células são lavadas com PBS-CM (PBS pH 8, 0,1mM CaCl2, 1 
mM MgCl2) e incubadas com a Biotina (Sulfo-NHS-SS-Biotina, Santa Cruz) (0,5mg/ml em 
PBS-CM), durante 45 minutos. Durante este tempo, a biotina liga-se aos grupos amina das 
proteínas que estão na membrana através do grupo éster N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-
NHS). Esta reação é terminada após adição de uma solução Tris-Q (100mM Tris pH8, 
150mM NaCl, 0,1mM CaCl2, 1mM MgCl2, 10 mM Glicina, 1% (m/v) BSA) que permite a 
ligação da biotina livre (i.e., que restou da ligação às proteínas da membrana) aos grupos 
amina do Tris e da proteína BSA. As células são posteriormente lisadas com 250 µl de PD 
Buffer (50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% (v/v) Glicerol, 1% (v/v) NP-40) ao qual foram 
adicionados inibidores de proteases (1,5 µM Aprotinina, 23 µM Leupeptina, 10 µM E64, 1 
mM EGTA, 15 µM Pepstatina A, 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1mM 1,10-
fenantrolina - todos Sigma-Aldrich). A 40 µl do lisado obtido, que contém a proteína total, isto 
é, as proteínas da membrana biotiniladas e as proteínas intracelulares, foi adicionado 
tampão SB CFTR 2x (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 3% (m/v) SDS, 10% (v/v) Glicerol, 0,02% 
(m/v) Azul Bromofenol) e 200 µl do restante lisado foram incubados, durante 1 hora sob 
agitação a 4ºC, com beads de agarose-streptavidina (Invitrogen – ThermoFisher Scientific). 
Nesta etapa, as proteínas biotiniladas ligam-se por afinidade à streptavidina, ficando 
ancoradas nas beads que são posteriormente lavadas 5 vezes com uma solução de 
lavagem (100 mM Tris pH 7,5, 300 mM NaCl, 1% (v/v) TX-100). Finalmente as beads são 
secas com uma agulha fina e a ligação das proteínas às beads é quebrada pela adição de 
18 µl de SB CFTR 2x e de 2 µl de DTT 1M, agente redutor que quebra a ligação persulfureto 
(SS) do complexo Proteína-Sulfo-NHS-SS-Biotina. 
 Os lisados totais (10 µl) e os pull-downs (20 µl) foram posteriormente analisados por 
WB, sendo em ambos os casos feita deteção com anticorpo anti-CFTR (clone 596, CFF) e 




quantidade de proteína carregada no poço, e para os pull-downs permite avaliar possíveis 
contaminações com proteína intracelular. 
 
2.6  Ensaio de influxo de iodeto 
 
 O ensaio de influxo de iodeto tem como principal objetivo o estudo do transporte de 
iões cloreto através do canal CFTR. Para isso foram utilizados clones estáveis de CFBE 
F508del que expressam também a proteína fluorescente YFP (Yellow Fluorescent Protein) 
mutada (YFP-F46L/H148Q/I152L)70. As mutações H148Q e I152L tornam o YFP bastante 
mais sensível ao iodeto do que ao cloreto, sendo as concentrações necessárias para que 
ocorra a diminuição de metade da fluorescência máxima do YFP mutado de 1,9 mM para o I- 
e de 85mM para o Cl- (~45 vezes mais)71. Deste modo, ao induzir-se a ativação do canal 
CFTR, por aumento dos níveis citoplasmáticos de cAMP através da estimulação das células 
com os compostos Forscolina e Genisteína, é desencadeada uma secreção de Cl-, 
proporcional à quantidade e funcionalidade do canal CFTR na membrana das células. Se 
estas células forem então expostas a um meio em que se substituiu o Cl- por iodeto, os iões 
I- em excesso irão entrar para as células para repor os iões Cl- secretados e diminuir 
proporcionalmente a intensidade de fluorescência do YFP. Já a mutação F46L teve como 
único objetivo aumentar o folding do YFP e consequentemente a sua intensidade de 
fluorescência, não afetando a sensibilidade do YFP aos haletos72. 
 Neste trabalho experimental este ensaio foi utilizado com o objetivo de estudar o 
efeito dos péptidos de fusão TAT-CFP e TAT-FERM2 na atividade da CFTR corrigida com 
VX-809 a 30°C. O ensaio foi feito em chamber slides de 8 poços (Nunc) onde se colocaram 
2 x 105 células/poço em meio de cultura apropriado (ver 2.3). Após aproximadamente 24h o 
meio foi renovado e as células tratadas com 5 µM de VX-809, durante 24h a 30ºC. 
Posteriormente, os meios foram substituídos por 150 µl dos meios de cultura recolhidos de 
HEK293 que continham o péptido de fusão TAT-CFP ou TAT-FERM2 e as células foram 
deixadas a 37ºC durante 4h, para destabilizar e remover da membrana o canal CFTR-
F508del resgatado pelo tratamento com VX-809 a baixa temperatura, e permitir determinar 
eventuais efeitos estabilizadores dos péptidos TAT. O restante ensaio foi feito à temperatura 
ambiente onde as células foram lavadas 2 vezes com uma solução de WPBS (137 mM 
NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl2, 1,1 mM MgCl2, 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4, pH 
7.4) e posteriormente incubadas com 100 µl de WPBS com 10 µM de Forscolina (Sigma-
Aldrich) e 20 µM de Genisteína (Sigma-Aldrich), na presença ou ausência de um inibidor da 
CFTR – 25 µM CFTR I172 (Sigma-Aldrich) –, durante 30 minutos (no caso das condições 
com inibidor da CFTR, as células foram previamente incubadas durante 10 minutos com 100 
µl de WPBS com I172). As células foram observadas no microscópio de fluorescência 
confocal Leica TCS-SPE (comprimento de onda de excitação de 505 nm e comprimento de 
onda de emissão de 535 nm) tendo-se inicialmente gravado uma imagem da fluorescência 
basal das células. Finalmente, o decaimento da fluorescência foi medido a cada 500ms 
durante 5 s e depois durante mais 20 segundos após se ter adicionado rapidamente (<1 s) 
200 µl de uma solução de YPBS (137 mM NaI, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl2, 1,1 mM MgCl2, 






2.6.1 Quantificação do decréscimo de fluorescência e taxas de influxo 
 
 A variação da intensidade média da fluorescência ao longo do tempo foi determinada 
usado o programa ImageJ com recurso ao plugin Time Series Analyzer, fazendo a subtração 
do background usando referências sem células e normalizando os valores ao tempo 0, isto 
é, imediatamente antes da adição de I-. Os valores do decaimento de fluorescência foram 
então ajustados a curvas de decaimento exponencial (por regressão não-linear usando o 
software solver do Microsoft Excel) e as taxas de influxo inicial de I- nas células foram 
calculadas a partir do declive das curvas através da formula d[I−]/dt = Kd [d(F/F0)/dt], onde Kd 
é a constante de afinidade do YFP ao I- 71 e F/F0 é a razão da intensidade de fluorescencia 
medida num dado tempo e a intensidade de fluorescencia inicial. 
 
2.7  Imunofluorescência e microscopia confocal 
 
 A técnica de imunofluorescência (IF) tem como aplicabilidade a localização 
intracelular de proteínas ou estruturas celulares através da utilização de anticorpos 
específicos. A deteção pode ser feita de forma direta ou indireta, sendo que na primeira é 
usado apenas um anticorpo que está conjugado com um fluoróforo e na segunda é usado 
inicialmente um anticorpo primário específico para a proteína a localizar e de seguida um 
anticorpo secundário que está conjugado com determinado fluoróforo e irá reconhecer o 
anticorpo primário. Cada fluoróforo tem propriedades espectrais específicas pelo que 
quando excitado por um laser no seu comprimento de onda de excitação irá emitir 
fluorescência a um comprimento de onda superior específico que será detetada pelo 
microscópio de fluorescência confocal (TCS-SPE, Leica). 
 
2.7.1 Localização do péptido de fusão TAT-CFP nas células  
 
 Neste trabalho recorreu-se à técnica de IF para estudar a localização dos péptidos 
de fusão TAT nas células em conjunto com o citoesqueleto de actina. 
 Com este intuito utilizou-se células CFBE F508del que foram colocadas a crescer em 
lamelas, previamente esterilizadas à chama, numa placa p60 com aproximadamente 1 x 106 
células. No dia seguinte, após as células aderirem às lamelas, estas foram colocadas 
individualmente numa placa p24 e tratadas com os meios de cultura recolhidos com o 
péptido de fusão TAT-CFP e para a condição controlo com CFP EV durante 4h.  
 Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes com PBS++ (137 mM NaCl, 12 mM 
Fosfato, 2,7 mM KCl, pH 7,4, 0,5 mM MgCl2, 0,1 mM CaCl2) em gelo e fixadas com uma 
solução de paraformaldeído a 4% (v/v) (PFA, Merck) durante 20 minutos. De seguida as 
células foram permeabilizadas, com uma solução de PBS com 0,2% (v/v) de TX-100. Ao fim 
de 10 minutos as células foram submetidas a 3 lavagens de 5 minutos cada com uma 
solução de PBST (PBS + 0,05% (v/v) TX-100). A deteção dos filamentos de actina foi feita 
com Faloidina conjugada com o fluoróforo Isotiocianato de Tetrametilrodamina (Faloidina-
TRITC, Invitrogen), na diluição de 1:500 (em PBST), numa câmara húmida, onde se colocou 




minutos. Posteriormente as células foram lavadas 3 vezes com PBST, fixadas com PFA 4% 
durante 10 minutos e novamente lavadas 2 vezes com PBST. Por fim, as lamelas foram 
montadas numa lâmina, previamente limpa com uma solução de Etanol a 96%, com o 
auxílio de uma pinça em meio de montagem (VectaSheild, VETOR). O excesso de meio de 
montagem foi retirado com papel higiénico exercendo-se uma pressão suave e de seguida 
foi aplicado verniz transparente nos bordos das lamelas de forma a selá-las e fixá-las à 
lâmina. 
 As lâminas foram observadas ao microscópio de fluorescência confocal onde o CFP 
foi excitado por um laser de comprimento de onda de 405 nm e o TRITC a por um laser de 
532 nm, emitindo fluorescência máxima a 485 nm e 570 nm, respetivamente. 
 
2.8  Transferência de energia por ressonância de Förster (FRET) 
 
 A transferência de energia de ressonância de Förster, ou transferência de energia de 
ressonância de fluorescência, é uma técnica de fluorescência que permite observar 
interações proteína-proteína, ou estudar a estrutura de uma dada proteína, através da 
transferência de energia entre dois fluoróforos diferentes associados às proteínas, ou partes 
das proteínas, em estudo. Se as proteínas estiverem próximas o suficiente, a energia 
emitida pelo fluoróforo doador, quando excitado ao seu comprimento de onda, irá excitar o 
fluoróforo aceitador que emitirá fluorescência no seu comprimento de onda específico. Deste 
modo, após a excitação do fluoróforo doador apenas é detetada emissão de fluorescência 
do aceitador se as proteínas associadas a estes estiverem muito próximas, sendo portanto 
indicativo de que está a ocorrer interação entre elas.  
 
2.8.1 Estudo da conformação da proteína NHERF1-ΔPDZ1 
 
 A técnica de FRET foi aplicada neste trabalho no estudo da conformação da proteína 
NHERF1 deletada no seu domínio PDZ1 (NHERF1-ΔPDZ1) (ver 3.3). 
 Para tal, foram usadas células BHK cultivadas numa 6-well (VWR) e em lamelas de 
vidro, que foram co-transfetadas com 2 µg de DNA total tal como indicado em 3.3. No dia 
seguinte, o meio de cultura foi renovado para DMEM F-12 + 0,5%FBS e, quando necessário, 
as células forma adicionalmente tratadas como indicado (ver 3.3). As células foram então 
lavadas com PBS++ em gelo, fixadas com PFA 4% durante 20 minutos e novamente lavadas 
com PBST em agitação.  
 As lâminas foram observadas ao microscópio confocal de fluorescência (TCS-SPE, 
Leica) onde os controlos CFP e o YFP foram excitados a 405 nm e 488 nm, emitindo no 
intervalo entre 440-503 nm e 540-650 nm, respetivamente. Nas restantes condições, a 
ocorrência de FRET foi observada quando houve emissão de fluorescência entre 540-650 







2.9  Análise estatística 
 
Quando indicado, as diversas condições experimentais foram comparadas com os 
respetivos controlos usando o teste T de Student, considerando uma variância equivalente e 









3.  Resultados 
 
3.1  Estabilidade da CFTR-F508del na membrana plasmática 
 
 Como visto anteriormente, a ativação da proteína Ezrina é uma etapa bastante 
importante na estabilidade da CFTR-F508del na MP. Para além de esta ativação permitir ao 
domínio FERM da proteína Ezrina interagir com a porção C-terminal do NHERF1, formando-
se assim o complexo macromolecular CFTR-NHERF1-Ezrina, este passo induz ainda a 
alteração conformacional da proteína adaptadora NHERF1 tornando o seu domínio PDZ2 
também disponível à ligação à CFTR, prevenindo a endocitose do canal e, 
consequentemente, fortalecendo a sua retenção na superfície celular41. 
 Estas evidências levantaram a hipótese de ser possível criar um péptido bioativo, 
derivado da porção N-terminal da Ezrina, para agir como um estabilizador na MP da CFTR-
F508del resgatada farmacologicamente. Para tal, foi inicialmente necessário identificar se, 
dentro da porção que contêm os 320 aminoácidos do domínio FERM (ver Figura 1.5), 
existiria uma região particularmente essencial para a interação com o NHERF1 e retenção 
membranar da CFTR-F508del. Como descrito na introdução (ver 1.2), a análise 
cristalográfica do domínio globular FERM (ou N-ERMAD) da Ezrina revelou que este é 
composto por três módulos estruturais (FERM1, FERM2 e FERM3) que, juntos, formam uma 
estrutura compacta em forma de trevo (Figura 3.1.A)73. Como ponto de partida para este 
trabalho, foi decidido avaliar se algum destes subdomínios, cada um com cerca de 100 
aminoácidos, seria suficiente para induzir a disponibilização do domínio PDZ2 do NHERF1 e 
a consequente retenção na MP da CFTR-F508del resgatada farmacologicamente. Para tal, 
a construção pECFP-Ezrina ΔCt, descrita anteriormente pelo grupo de acolhimento41, foi 
utilizada para gerar três novas construções contendo, individualmente, cada um dos 3 
subdomínios FERM da ezrina (CFP-FERM1, CFP-FERM2, CFP-FERM3)74 (Figura 3.1.B). 
  
3.1.1 Efeito dos subdomínios FERM da proteína Ezrina  
 
 Com o objetivo de estudar o efeito dos subdomínios FERM da Ezrina na retenção da 
CFTR-F508del na MP recorreu-se à técnica de biotinilação de proteínas na superfície 
celular, tendo-se utilizado como modelo de estudo células CFBE41o-, imortalizadas com o 
antigénio T-grande do vírus SV40 a partir de células do epitélio brônquico de um doente com 
FQ75, modificadas para sobreexpressarem a proteína CFTR humana com a mutação 
F508del – CFBE F508del76. 
 As células foram tratadas com um corretor específico para esta mutação, o VX-809, 
durante 24h a fim de corrigir o processamento e tráfego da CFTR-F508del. Este tratamento 
foi feito a 30°C para potenciar a correção farmacológica reduzindo a instabilidade térmica da 
proteína mutante, o que faz aumentar a sua estabilidade e abundância na MP (Figura 3.2, 
comparar 2º e 3º poços). De seguida, as células foram transfetadas com construções de 
deleção da proteína Ezrina (CFP-FERM1, CFP-FERM2, CFP-FERM3 e CFP-Ezrina ΔCt) 
(Figura 3.1.B) e com o próprio vector pECFP vazio (CFP EV) como controlo, nas condições 




as células novamente incubadas a 30°C. Ao fim de novas 24h, as células foram incubadas 
durante 4h a 37°C, temperatura à qual a CFTR-F508del corrigida pelo VX-809, que estava 
até então na MP, é destabilizada e internalizada (Figura 3.2, comparar 2º e 4º poços). Os 
controlos de temperatura foram tratados de igual forma com VX-809 e transfetados com o 
vector CFP EV, sendo que estiveram sempre à temperatura de 30°C ou 37°C. Além destes, 
foi realizado ainda um controlo do ensaio de Biotinilação, onde não foi adicionada biotina, 





Figura 3.1 - A) Representação da estrutura molecular do domínio FERM da proteína Ezrina (adaptado de Protein 
Database - PDB 1gg3 EBI); B) Esquema da estrutura da proteína Ezrina e das várias construções de deleção da 
















 Assim, foi possível avaliar o efeito estabilizador dos subdomínios FERM1, FERM2, 
FERM3 e Ezrina ΔCt na CFTR-F508del durante o período em que as células estiveram a 
37°C, ao impedir a internalização do canal. Os lisados totais e a proteína capturada pela 
ligação da biotina às beads de agarose-streptavidina foram analisados por WB. 
 
 
Figura 3.2 - Efeito dos subdomínios da Ezrina na estabilidade da CFTR-F508del na MP. As células CFBE 
F508del foram tratadas com VX-809 a 30°C durante 48h e posteriormente transferidas para 37°C durante 4h a 
fim de estudar o efeito dos subdomínios da Ezrina transfetados na estabilização do canal. Os três primeiros 
poços correspondem aos controlos da experiência, sendo o primeiro o controlo do ensaio de Biotinilação e os 
dois seguintes os controlos de temperatura, em que as células, transfetadas com CFP EV, foram mantidas 
sempre a 30°C e a 37°C, respetivamente.  
 
 Analisando a Figura 3.2, é possível observar que a internalização da CFTR-F508del 
aquando da alteração da temperatura para 37°C é claramente reduzida na presença do 
subdomínio FERM2 (6º poço), verificando-se que uma grande parte da proteína se mantém 
na MP. Este efeito é superior ao observado para as células transfetadas com a Ezrina ΔCt 
(8º poço) que permite uma internalização parcial da CFTR-F508del, embora menos 
pronunciada do que a observada na situação controlo (CFP EV, 30°37°C, 4º poço). 
 
 
Figura 3.3 - Análise do efeito dos subdomínios da Ezrina na estabilização da CFTR-F508del tratada com VX-809 
na MP. Os resultados foram normalizados em relação à situação controlo (CFP EV, 37°C30°C) e estão 

























































 A quantificação por densitometria das bandas de WB em três ensaios independentes 
permitiu concluir que o subdomínio FERM2 da Ezrina promove um aumento de 
aproximadamente 4 vezes, relativamente à situação controlo, na retenção da CFTR-F508del 
resgatada na MP, sensivelmente o dobro do valor atingido com a sobreexpressão de Ezrina 
ΔCt (Figura 3.3).  
   
3.2  Construção de um péptido de fusão TAT 
 
 O objetivo seguinte do trabalho consistiu em desenhar uma estratégia para gerar um 
péptido bioativo, com base no subdomínio FERM2 da Ezrina, que fosse entregue nas 
células de modo a produzir o seu efeito estabilizador na CFTR-F508del resgatada para a 
MP. Com este objetivo, baseámo-nos no trabalho de Nagahara et al. (1998)59, tendo-se 
utilizado o domínio de transdução da proteína Tat do vírus HIV, constituído por 11 
aminoácidos (YGRKKRRQRRR) para produzir um péptido de fusão com o subdomínio 
FERM2, esperando conferir a este último a capacidade de atravessar autonomamente a 
membrana celular e exercer os efeitos. 
 A estratégia inicial, baseada em Nagahara et al. (1998), consistia na produção e 
purificação do péptido de fusão em bactérias, que posteriormente seria adicionado às 
células alvo. No entanto, quando calculada a solubilidade do péptido de fusão Tat-FERM2 
(através de um algoritmo disponível em http://biotech.ou.edu/ 77) percebeu-se que este seria 
extremamente difícil de isolar a partir de extratos de E. coli, o que poderia inviabilizar a sua 
purificação. 
 Deste modo, a solução passou pela produção do péptido de fusão em células de 
mamífero, com a intenção de que estas o secretassem para o meio de cultura, que poderia 
ser então utilizado para tratar as células alvo, ou de onde o Tat-FERM2 poderia vir a ser 
também purificado a posteriori. Assim, foi necessário adicionar à construção inicial do 
péptido de fusão uma sequência péptido-sinal da proteína prolactina que tem como função 
conduzir a produção do péptido de fusão para a via secretora a fim de poder ser então 
libertado no meio extracelular. O péptido de fusão desenvolvido conta ainda na sua 
constituição com duas marcas peptídicas (Tags): uma sequência de polihistidina (6x His), 
que permitirá a purificação deste por incubação com resinas de afinidade comerciais, 
contendo iões divalentes de níquel ou cobalto; e uma sequência Flag, que possibilitará a 
deteção dos péptidos de fusão por WB. Foi ainda incluída uma sequência de ligação flexível 
(Flexible linker, GGSGGS) a separar o FERM2 da restante construção, de forma a minimizar 
eventuais impedimentos estéricos na ligação de FERM2 a NHERF1 em complexo com a 
CFTR-F508del na membrana. De forma a simplificar a nomenclatura do péptido de fusão, o 
conjunto dos últimos constituintes mencionados passará a denominar-se por “TAT” e o 











Figura 3.4 - Esquema da constituição dos péptidos de fusão TAT-FERM2 e TAT-CFP. A) Para além da 
sequência do FERM2, responsável pela estabilização da CFTR-F508del na MP, o péptido de fusão TAT-FERM2 
é ainda constituído por uma sequência péptido-sinal da Prolactina, pelo domínio de transdução da proteína Tat, 
uma sequência 6x His, uma marca Flag e um linker flexível. De forma a simplificar a nomenclatura do péptido de 
fusão, o conjunto dos últimos constituintes mencionados passa a denominar-se de “TAT”, tal como representado 
na figura. B) O péptido de fusão controlo – TAT-CFP – foi criado através da substituição da sequência codificante 
do FERM2 pela do CFP (proteína fluorescente ciano), após a clonagem do TAT-FERM2 no pcDNA3-hygro. 
 
 O péptido de fusão TAT-FERM2 foi posteriormente clonado num vector de expressão 
em células de mamífero, o pcDNA3-hygro, e foi ainda criado um péptido de fusão controlo 
em que a sequência codificante para o FERM2 foi substituída pela do CFP (proteína 
fluorescente ciano, Figura 3.4.B).  
 
3.2.1 Estudo da expressão e função autócrina do péptido de fusão TAT-FERM2 
em células CFBE F508del 
 
 Após montagem da construção de fusão TAT-FERM2, uma das etapas seguintes 
consistiu em avaliar se esta era ectopicamente expressa quando transfetada em células de 
mamífero e se, sendo expresso no modelo celular CFBE F508del, o péptido recombinante 
produzido seria secretado para o meio de cultura, atuando de forma autócrina, e 
estabilizando a CFTR-F508del resgatada com VX-809 na MP destas células.  
 Neste sentido, células CFBE F508del que foram transfetadas com a construção TAT-
FERM2 e, como controlos, com o TAT-CFP e CFP EV, na presença ou ausência de 
tratamento com 5 µM de VX-809 durante 24h a 37°C. Após a lise celular, as amostras foram 
analisadas por WB (Figura 3.5). A deteção com anti-Flag permitiu confirmar a expressão de 
ambos os péptidos de fusão nestas células. Observou-se ainda, pela análise dos níveis de 
banda B e banda C da CFTR, que, mesmo na ausência de tratamento com VX-809, a 
presença de TAT-FERM2 leva a um aumento da abundância de banda C (Figura 3.5, 3º 
poço), consistente com uma maior estabilidade da pequena quantidade de proteína F508del 
que consegue escapar ao controlo de qualidade no RE e chegar à MP. Em células tratadas 












Figura 3.5 - Estudo da expressão e do efeito autócrino do péptido de fusão TAT-FERM2 em células CFBE 
F508del. As células foram transfetadas com CFP EV, TAT-CFP e TAT-FERM2, como descrito na figura, e 
incubadas durante 24h na ausência ou na presença de 5 µM de VX-809. Os painéis mostram imagens de WB 
representativas da proteína CFTR detetada com anti-CFTR (596), dos péptidos de fusão detetados com anti-Flag 
e da deteção com anti-tubulina, como controlo da proteína total carregada em cada poço do gel.  
  
 Conclui-se assim que a construção de fusão TAT-FERM2 é passível de ser expressa 
em células de mamífero, parecendo ser secretada e conseguir atuar de forma autócrina nas 
células CFBE F508del, sendo transduzida de volta nestas células via Tat e estabilizando a 
forma madura (banda C) da CFTR-F508del. 
 
3.2.2 Escolha da linha celular para produção do péptido de fusão TAT-FERM2 
  
 Como a eficiência de transfeção (% de células transfetadas) destas construções em 
células CFBE não ultrapassou os 20-30% (avaliados por microscopia de fluorescência em 
células transfetadas com TAT-CFP) optámos por testar outras linhas celulares para a 
produção e secreção do péptido recombinante TAT-FERM2. Foram escolhidas para tal as 
células BHK (baby hamster kidney) e HEK 293 (human embrionic kidney) uma vez que são 
linhas com uma alta eficiência de transfeção.  
 Numa primeira abordagem, a produção dos péptidos de fusão foi testada nas células 
BHK que foram transfetadas com o TAT-FERM2 e, como controlos, com o TAT-CFP e vetor 
CFP EV. Posteriormente, foram recolhidas alíquotas dos meios de cultura, passadas 24h e 
48h, após as quais as células foram lisadas e os lisados celulares analisados por WB 






Figura 3.6 - Estudo da produção do péptido de fusão TAT-FERM2 em células BHK. Os meios de cultura 
recolhidos às 24h e 48h após a transfeção e os lisados celulares foram analisados por WB. Para ambos os 
casos, a deteção foi feita com anti-Flag. 
 
 Verificou-se que, apesar das células BHK expressarem ambos os péptidos de fusão 
TAT, apenas foram capazes de secretar o péptido de fusão controlo, o TAT-CFP, para o 
meio de cultura e em quantidades bastantes reduzidas.  
 
 Assim, numa segunda abordagem foram então testadas as células HEK 293, nas 
quais se realizou o mesmo tipo de estudo sendo que, para além das 24h e 48h 
mencionadas anteriormente, foi também recolhido meio de cultura 72h após a transfeção, 
altura em que se procedeu à lise das células. 
 
 
Figura 3.7 - Estudo da produção do péptido de fusão TAT-FERM2 em células HEK 293. Os meios de cultura 
recolhidos às 24h, 48h e 72h após a transfeção e os lisados celulares foram analisados por WB. Para ambos os 
casos, a deteção foi feita com anti-Flag. 
  
 Já as células HEK 293, que expressaram o TAT-FERM2 em quantidades 
semelhantes às células BHK, apresentaram melhores resultados no que diz respeito à 
secreção dos péptidos de fusão TAT para o meio, mesmo às 48h. Ainda que a expressão e 
secreção de TAT-CFP tenha sido novamente mais eficiente, as HEK 293 foram capazes de 
secretar uma quantidade significativa de TAT-FERM2 para o meio às 72h após a transfeção. 






3.2.3 Localização celular do péptido de fusão TAT-CFP 
 
 Uma vez conseguida a produção e secreção de níveis detetáveis de ambas as 
construções TAT foi importante perceber se estas possuíam a capacidade de atravessar a 
MP e penetrar as células. Para tal, utilizou-se o meio condicionado recolhido de HEK 293 a 
secretarem TAT-CFP, que possui fluorescência própria devido à presença de CFP, e 
adicionámo-lo a células CFBE F508del. Como controlo desta experiência, as mesmas 
células foram também tratadas em paralelo com o meio recolhido das células HEK 
transfetadas com CFP EV, sendo a duração de ambos os tratamentos de 4h. 
 As células tratadas foram então analisadas por microscopia de fluorescência 
confocal, após terem sido lavadas, fixadas e coradas com Faloidina-TRITC, que marca o 
citoesqueleto de actina permitindo a visualização dos contornos celulares (Figura 3.8.A e B).  
 
Figura 3.8 - Localização do péptido TAT-CFP em células CFBE F508del e efeito do péptido de fusão TAT-
FERM2 na CFTR-F508del resgatada com VX-809. A, B) As células foram tratadas com os meios recolhidos de 
células HEK 239 que expressavam (A) CFP EV, como controlo, e (B) TAT-CFP durante 4h. As imagens de 
microscopia de fluorescência confocal foram obtidas pelo Software Leica. B) Na imagem é possível observar a 
localização do péptido de fusão TAT-CFP (a verde) e do citoesqueleto de atina (a vermelho). C) As células CFBE 
F508del foram tratadas 24h com 5 μM de VX-809 e posteriormente incubadas, durante 4h, com os meios 
condicionados recolhidos de HEK 293 que secretavam TAT-CFP e TAT-FERM2. Na figura é possível observar 
que o TAT-FERM2, ao ser transduzido para as células, promove a estabilização da forma madura (banda C) da 
CFTR-F508del.  
  
 Foi assim possível observar, em comparação com as condições controlo (Figura 
3.8.A), a presença do péptido de fusão TAT-CFP dentro das células, tanto no núcleo, uma 
vez que o domínio TAT contém uma sequência de localização nuclear57, como no 
citoplasma (Figura 3.8.B). De seguida, expusemos células CFBE F508del, tratadas 24h com 
5 μM de VX-809, a 4h de incubação com meios condicionados contendo TAT-CFP e TAT-
FERM2. Tal como tinha sido verificado para a expressão e ação autócrina dos péptidos de 
fusão nestas células (Figura 3.5), também as 4h de incubação com o meio condicionado 
TAT-FERM2 das células HEK foi suficiente para se visualizar um aumento da abundância de 
banda C da CFTR-F508del, relativamente ao controlo TAT-CFP (Figura 3.8.C).  
 Deste modo, os resultados sugerem que ambos os péptidos de fusão TAT, 
expressos e secretados pelas células HEK 293, têm a capacidade de penetrar a membrana 
celular das células CFBE e, no caso do péptido TAT-FERM2, ajudar a estabilizar a forma 




3.2.4 Efeito do péptido de fusão TAT-FERM2 na atividade da CFTR-F508del 
  
 Com o intuito de estudar o efeito do péptido TAT-FERM2, secretado pelas células 
HEK 293, na atividade do canal CFTR-F508del realizaram-se ensaios de influxo de iodeto 
em células CFBE F508del a expressarem estavelmente o triplo mutante F46L/H148Q/I152L 
do YFP cuja fluorescência é sensível a haletos (HS-YFP), particularmente ao Iodeto (Kd ~2 
mM para o I- vs. 100 mM. para o Cl-)71. 
 As células foram inicialmente incubadas com 5 µM de VX-809 durante 24h a 30°C a 
fim de promover a correção e resgate da CFTR-F508del para a MP. Posteriormente, estas 
foram incubadas a 37°C durante 4h (para promover a destabilização térmica da CFTR-
F508del resgatada para a membrana) com os meios condicionados das células HEK 293, 
contendo ou o péptido de fusão TAT-FERM2 ou o controlo TAT-CFP.  
 O influxo de iodeto foi observado pelo decréscimo da fluorescência do HS-YFP nas 
células aquando da adição de excesso de iões iodeto às células (aos 5s do ensaio). Este 
influxo decorre do défice de iões Cl- resultante da estimulação prévia da atividade da CFTR 
nas células pelo tratamento com Forscolina (que estimula a produção de cAMP) e 
Genisteína (um potenciador da atividade da CFTR). Assim, uma maior diminuição da 
fluorescência observada corresponde a uma maior entrada de iões iodeto nas células, o que 
traduz uma maior atividade da CFTR-F508del na MP, com a consequente saída de mais 
iões Cl-. A especificidade dos efeitos observados foram confirmados pela sua anulação na 
presença de inibidor 172 (I172), um inibidor específico da CFTR 78.  
 
 
Figura 3.9 - Análise do ensaio de influxo de iodeto. As células CFBE-F508del-HS-YFP foram tratadas com 5µM 
de VX-809 a 30°C e ao fim de 24h procedeu-se a renovação do meio de cultura com meio simples ou com os 
meios condicionados contendo os péptidos de fusão TAT-CFP ou TAT-FERM2, conforme o pretendido, e as 
células foram incubadas a 37°C durante 4h. Após o tratamento com Forscolina e Genisteína (quando aplicável), 
na presença ou ausência do inibidor I172, realizou-se o ensaio de influxo de iodeto através da medição da 
intensidade de fluorescência a cada 500ms tendo sido adicionada uma solução com excesso de iodeto aos 5 
segundos do ensaio (altura a partir da qual são registados os decréscimos da fluorescência). Na figura estão 
















Decréscimo da Fluorescência 










O traçado representado a amarelo na Figura 3.9, corresponde ao tratamento das 
células apenas com Forscolina e Genisteína e traduz assim o efeito basal da ativação do 
canal CFTR-F508del que permanece na membrana após a destabilização térmica de 4h a 
37°C. A dependência da ativação da CFTR para este efeito é confirmada pela sua ausência 
no controlo negativo, traçado a cinzento, em que não foram adicionados quaisquer 
ativadores.   
 O efeito dos péptidos de fusão na atividade do canal pode ser então avaliado através 
da comparação entre o controlo basal (traçado a amarelo) e as condições em que, para 
além do tratamento com Forscolina e Genisteína, foram adicionados às células os meios 
que continham os péptidos de fusão TAT-CFP e TAT-FERM2 (traçados a azul e laranja, 
respetivamente). Como se pode observar na Figura 3.9, na presença de TAT-FERM2, mas 
não de TAT-CFP, verificou-se um mais rápido e mais acentuado decréscimo da intensidade 
de fluorescência. Isto correspondente a aumento no influxo de iodeto nestas células, 
consistente com uma maior retenção e abundância de CFTR-F508del funcionalmente ativa 
na MP. Além disso, é possível observar que o influxo de iodeto registado é diretamente 
consequente da atividade da CFTR-F508del uma vez que perante o uso de um inibidor 
específico da CFTR não se observa qualquer alteração da intensidade de fluorescência 
(condição representada a verde). 
  
 As curvas de decaimento da fluorescência representadas na Figura 3.9 foram 
ajustadas a equações de decaimento exponencial o que possibilitou o cálculo das variações 
na taxa inicial de influxo de iodeto entre as várias condições, diretamente proporcionais à 
atividade do canal CFTR-F508del nestas células (Figura 3.10) (ver 2.6.1 e 71). 
 
 
Figura 3.10 - Taxas iniciais de influxo do iodeto. As taxas de influxo foram calculadas como descrito em 2.6.1 a 
partir do declive de curvas de decaimento exponencial ajustadas ao decréscimo de fluorescência (Figura 3.9) 
(onde foi aplicando um ajuste de decaimento exponencial) através da equação d[I−]/dt = Kd [d(F/F0)/dt], onde Kd 
é a constante de afinidade do YFP ao I- e F/F0 é a razão entre a intensidade de fluorescencia medida num dado 
tempo e a intensidade de fluorescencia inicial. Na figura estão representados os valores médios dos três ensaios 
independentes realizados e o respetivo erro padrão da média. A análise estatística foi realizada recorrendo ao 





















Taxa de Influxo de I-




 Pela Figura 3.10 podemos concluir que há um aumento significativo do transporte 
iónico do canal CFTR-F508del quando as células são tratadas com meio que contém o 
péptido de fusão TAT-FERM2, reforçando assim que o TAT-FERM2, de facto, promove a 
estabilização do canal resgatado farmacologicamente na superfície das células CFBE.  
 
3.2.5 Clones estáveis dos péptidos de fusão em células HEK 293 
 
 Depois de confirmada a viabilidade da estratégia de entrega da proteína 
recombinante TAT-FERM2 e do seu potencial estabilizador da CFTR-F508del na MP em 
conjunto com o tratamento com o VX-809, a etapa final deste trabalho consistiu na criação 
de clones estáveis de HEK 293 que expressassem e secretassem constitutivamente este 
péptido de fusão. Deste modo, seria possível uma produção bastante mais eficiente e 
contínua de TAT-FERM2, que poderia ser ainda purificado a partir dos meios de cultura 
recolhidos.  
 Numa etapa inicial foi necessário estudar a concentração de Higromicina B 
necessária para selecionar as células transfetadas e, consequentemente, levar à morte das 
restantes. Para tal, foram colocadas em cultura 4 x 105 células HEK 293 por cada poço de 
uma placa 6-well com quantidades crescentes de Higromicina B, num intervalo de 0 a 
400µg/ml. O meio de cultura foi renovado a cada 3 a 4 dias e o crescimento celular foi 
observado durante 15 dias. A partir deste teste concluiu-se que a concentração necessária e 
suficiente de Higromicina B para selecionar as células seria 200 µg/ml. 
 Posteriormente, as células HEK 293 foram então transfetadas com os péptidos de 
fusão TAT-CFP (controlo) e TAT-FERM2 e os clones selecionados durante 8 dias com o 
antibiótico Higromicina B. Os clones que sobreviveram foram posteriormente isolados e 
analisados por WB a fim de verificar os respetivos níveis de expressão estável conseguida. 
 
        
Figura 3.11 - Análise dos níveis de expressão dos péptidos de fusão, TAT-CFP e TAT-FERM2, dos clones 
estáveis de HEK 293 por WB. Para a deteção foi utilizado o anticorpo anti-Flag.  
  
 Foi então possível analisar a eficácia da transfeção estável e identificar os clones 
que expressavam quantidades detetáveis dos péptidos de fusão TAT-CFP e TAT-FERM2. 
Assim, foi preservado um clone estável que expressa TAT-CFP (Figura 3.11, nº 4) e os dois 
clones estáveis apresentados que expressam o péptido de fusão TAT-FERM2 (com 
diferentes níveis de expressão (Figura 3.11, nºs 8 e 9). Os clones foram então colocados em 





3.3  Estudo do sensor de FRET CFP-NHERF1ΔPDZ1-YFP 
 
 A proteína NHERF1 é uma proteína adaptadora que medeia a estabilização da 
proteína CFTR na MP através da formação de um complexo macromolecular. Como já 
referido anteriormente, esta proteína liga-se à CFTR através dos seus domínios PDZ1 e 
PDZ2. No entanto, a interação com o domínio PDZ2, que o grupo de acolhimento 
demonstrou ser essencial para a estabilização da CFTR-F508del resgatada 
farmacologicamente na MP, encontra-se usualmente indisponível devido a uma interação 
intramolecular com o domínio C-terminal de ligação à Ezrina (EBD – Ezrin binding domain). 
Consequentemente, a dissociação desta conformação ocorre apenas quando a proteína 
Ezrina ativa, ou, como vimos, o seu domínio FERM2, interage com o domínio C-terminal do 
NHERF1 (ver Figura 1.4 e Figura 1.6). Se em testes futuros, nomeadamente com modelos 
animais, se verificar que a administração continuada do péptido TAT-FERM2, tiver efeitos 
secundários indesejados, tornar-se-á necessário encontrar formas alternativas de promover 
a dissociação dos domínios PDZ2 e EBD de NHERF1 para potenciar a estabilização da 
CFTR-F508del resgatada.  
 Assim, um segundo objetivo deste trabalho visou a construção de um sensor 
molecular que permitisse avaliar, por microscopia de fluorescência, o estado conformacional 
da porção C-terminal (PDZ2-EBD) proteína NHERF1, através da técnica de FRET. Com 
este propósito, o grupo do laboratório de acolhimento criou a deleção do domínio PDZ1 e 
posteriormente procedeu à fusão das proteínas fluorescentes CFP e YFP nas extremidades 
N-terminal e C-terminal do NHERF1ΔPDZ1, resultando a construção de fusão CFP-
NHERF1ΔPDZ1-YFP (clonada no pEYFP-N1, Clontech). Assim, se existir interação do 
domínio PDZ2 com o domínio C-terminal EBD da proteína NHERF1ΔPDZ1, as proteínas 
fluorescentes CFP e YFP ficarão, teoricamente, suficientemente próximas para que, 
aquando da excitação do CFP (a 405 nm), a sua energia de emissão de fluorescência seja 
transferida para a proteína YFP (FRET) que, consequentemente, é excitada (devido à 
sobreposição espectral) e é detetada emissão de fluorescência no seu comprimento de 
onda (λ) específico (Figura 3.12).  
 
      
 
Figura 3.12 - Aplicação da técnica de FRET no estudo da conformação da proteína NHERF1ΔPDZ1. A) 
Esquematização da construção CFP-NHERF1ΔPDZ1-YFP e da ocorrência de FRET aquando da aquisição da 
conformação fechada do NHERF1ΔPDZ1; B) Espectro de absorção e emissão de fluorescência das proteínas 
fluorescentes CFP e YFP.   
 




 Para este estudo foram utilizadas células BHK que foram transfetadas com pECFP 
vazio, pEYFP vazio ou com o sensor em teste CFP-NHERF1ΔPDZ1-YFP (Figura 3.13). A 
transfeção com CFP e YFP funcionou como controlo, permitindo ajustar as condições de 
deteção espectral minimizando os artefactos de sobreposição (bleedthrough) que podem 
interferir na avaliação do FRET.  
 
 
Figura 3.13 - Análise do sensor de FRET CFP-NHERF1ΔPDZ1-YFP por microscopia de fluorescência confocal. 
As células BHK foram transfetadas com A) pECFP-C3, B) pEYFP-N1 e C e D) CFP-NHERF1ΔPDZ1-YFP, em 
que em D) as células foram ainda tratadas com HGF (100ng/ml), durante 4h. O CFP (a verde) e o YFP (a 
vermelho) emitem fluorescência quando excitados a 405nm e 488nm, respetivamente. A ocorrência de FRET (a 
cinzento) é verificada através da excitação a 405nm com emissão de fluorescência no comprimento de onda de 
































































 Na Figura 3.13.A e B, é possível observar que as proteínas CFP e YFP apenas 
emitem fluorescência quando excitadas nos seus respetivos comprimentos de onda. No 
entanto, como há alguma sobreposição entre os espectros de emissão do CFP e YFP, 
verifica-se um sinal de background mínimo quando as células transfetadas com CFP (A) são 
excitadas a 405 nm e a fluorescência é lida no comprimento de onda de emissão do YFP 
(540-650 nm). Como para eliminar este efeito ir-se-ia perder muito do sinal emitido pelo 
YFP, optou-se por manter esta configuração pois observou-se que o sinal de FRET 
recolhido com o sensor (Figura 3.13.C) era de intensidade muito superior, tornando a 
interferência negligenciável.  
 
 Posteriormente, estudou-se o efeito do HGF, um fator de crescimento que o grupo de 
acolhimento demonstrou induzir a ativação de RAC1 e Ezrina (ver Figura 1.4), promovendo 
a abertura conformacional da NHERF1ΔPDZ140. As células BHK foram então transfetadas 
com CFP-NHERF1ΔPDZ1-YFP e tratadas posteriormente com 100 ng/ml de HGF (Gibco™, 
ThermoFisher Scientific) durante 4h. Na Figura 3.13.D observa-se que, quando comparado 
com o respetivo controlo (Figura 3.13.C), o tratamento com HGF induz uma perda do sinal 
de FRET, principalmente regiões mais “enrugadas” (ruffled) da membrana celular (setas 
brancas), que se sabe ser onde existe maior ativação de RAC1 e Ezrina, após exposição ao 
HGF40. Estas observações sugerem que a NHERF1ΔPDZ1 nas proximidades da MP adquire 
a sua conformação aberta na presença de HGF, resultando numa perda do sinal de FRET 
no sensor, por afastamento das regiões N- e C-terminais de NHERF1ΔPDZ1, e logo das 
proteínas CFP e YFP a elas fundidas. Estes resultados são assim indicativos da 
funcionalidade do sensor de FRET criado. Contudo, a observação da diminuição da 
intensidade de FRET requer uma análise cuidada das imagens, dificultada pelo facto da 
proteína NHERF1ΔPDZ1 se encontrar em toda a célula e não só na MP. Este facto indica 
que será necessário continuar a otimizar a construção do sensor, para restringir a sua ação 
à MP, com vista melhoria da robustez da deteção dos efeitos, permitindo uma futura 
automatização do ensaio.  
 
3.4  Estudo dos níveis de expressão de RAC1b em tecidos brônquicos 
derivados de doentes com FQ homozigóticos para a mutação F508del 
 
 Um último objetivo desta tese de mestrado consistiu em estudar a expressão da 
GTPase RAC1b em doentes homozigóticos para a mutação F508del. A RAC1b é produzida 
a partir do mesmo pré-mRNA que RAC1, por um evento de splicing alternativo que incorpora 
um exão adicional, codificante para 19 aminoácidos inseridos em fase, que alteram as 
propriedades de sinalização desta variante, ao ponto dela poder competir negativamente 
com RAC145,79. Uma vez que a RAC1b está extremamente associada a processos 
inflamatórios44, e sendo o fenótipo de inflamação crónica uma característica da FQ, 
postulou-se que se houvesse sobreexpressão de RAC1b, face à RAC1, no epitélio 
respiratório dos doentes, esta variante poderia levar à supressão das vias de sinalização em 
que a RAC1 está envolvida, afetando assim o papel desta GTPase na estabilidade da 





O estudo que se segue foi realizado em amostras de cDNA, gentilmente cedidas pelo 
laboratório da Professora Margarida Amaral (DQB, FCUL), obtidas de tecidos de epitélio 
brônquico de pessoas saudáveis (CFTR wt) e de doentes com FQ, homozigóticos para a 
mutação F508del (CFTR F508del+/+). 
 
 
Figura 3.14 - Estudo dos níveis de expressão de RAC1b em amostras de epitélio brônquico de pessoas 
saudáveis (CFTR wt) e de doentes com FQ e homozigóticos para a mutação F508del (CFTR F508del+/+). Na 
figura estão representados os valores médios com o respetivo erro padrão da média. A análise estatística foi 
realizada recorrendo ao teste T de Student. 
 
 O estudo realizado não revelou uma diferença de expressão significativa de RAC1b 
entre as amostras de CFTR wt e de CFTR F508del+/+, detetando-se, quanto muito, uma 
expressão de RAC1b um pouco inferior nas amostras dos doentes (Figura 3.14).  
 
No entanto, sabe-se que RAC1b só é expresso em células epiteliais, estando 
ausente em células do tecido de suporte80. Como a inflamação crónica observada nestes 
doentes destrói progressivamente o revestimento epitelial das vias respiratórias, levantou-se 
a hipótese de que os níveis de RAC1b detetados nas amostras dos doentes pudessem estar 
subestimados devido a uma menor percentagem de células epiteliais, comparativamente 
com as amostras de indivíduos saudáveis. Neste sentido, foi também estimado o conteúdo 
epitelial das amostras através do estudo dos níveis de expressão de Citoqueratina 8 (CK8), 
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Figura 3.15 - Estudo dos níveis de expressão de CK8 em amostras de epitélio brônquico de pessoas saudáveis 
(CFTR wt) e de doentes com FQ e homozigóticos para a mutação F508del (CFTR F508del+/+). Na figura estão 
representados os valores médios com o respetivo erro padrão da média. A análise estatística foi realizada 
recorrendo ao teste T de Student. 
  
A análise dos níveis de expressão de CK8 (Figura 3.15) mostrou que, como 
anteriormente postulado, as amostras de pacientes com FQ apresentavam níveis de CK8 
consistentes com uma baixa percentagem de células epiteliais, comparativamente com os 
indivíduos saudáveis. Assim, conclui-se que os níveis de RAC1b na análise anterior poderão 
estar de facto subestimados, pelo que a sua quantificação rigorosa implicará uma 
metodologia de pré-isolamento da fração epitelial nas amostras, o que está fora do âmbito 
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4.  Discussão dos Resultados, Conclusões e Perspetivas Futuras 
 
 A investigação intensa levada a cabo nos últimos anos conduziu à descoberta de 
novas moléculas capazes de corrigir alguns dos defeitos moleculares da proteína CFTR que 
originam a doença FQ20–23. Porém, no que respeita à mutação mais frequente – a F508del –, 
o benefício clínico alcançado pela administração dos fármacos até agora desenvolvidos foi 
pouco expressivo24,28. A combinação do corretor VX-809 e do potenciador VX-770 foi a 
estratégia terapêutica mais recente que deu origem ao fármaco Orkambi®, administrado a 
pacientes homozigóticos para a mutação F508del com pelo menos 6 anos de idade28,29. No 
entanto, esta terapia combinada apresenta resultados modestos na melhoria da função 
pulmonar, quando comparado com os resultados bastante eficazes com o tratamento do VX-
770 (ivacaftor, Kalydeco®) em doentes de FQ com mutações de classe III28,82,83. 
 O grupo de acolhimento e outros concluíram, através de diversos estudos, que um 
dos problemas potencialmente causais deste baixo impacto clínico é o facto dos canais 
F508del resgatados farmacologicamente possuírem uma muito baixa estabilidade ao nível 
da MP23,30,31,40. O grupo de acolhimento descobriu ainda que a estabilidade da CFTR-
F508del resgatada pode ser aumentada se se promover a sua interação com o segundo 
domínio PDZ da adaptadora NHERF141. In vitro, isto foi conseguido através da 
sobreexpressão do domínio N-ERMAD da proteína Ezrina (ver 1.2 e Figura 1.5). Assim, o 
principal objetivo deste trabalho de mestrado consistiu em converter esta observação in 
vitro, numa estratégia com aplicabilidade terapêutica. A ideia de base foi, à semelhança de 
Nagahara et al. (1998)59 e Vocero-Akbani et al. (1999)61, produzir um péptido bioativo que, 
ao ser administrado a células do epitélio respiratório dos doentes conseguisse promover a 
estabilização e retenção na MP da CFTR-F508del resgatada pelos fármacos atuais. Para 
tal, começámos por determinar qual dos três subdomínios FERM do domínio N-ERMAD da 
Ezrina era determinante para o efeito estabilizador in vitro. Através da técnica de biotinilação 
de proteínas da superfície celular foi possível concluir que o subdomínio FERM2 
(aminoácidos 93-206 da Ezrina) é suficiente para cooperar com o fármaco VX-809 e reter a 
CFTR-F508del resgatada na MP. 
 Foi então necessário desenvolver uma estratégia que permitisse o transporte deste 
subdomínio para as células alvo a fim de produzir nestas o seu efeito estabilizador. Para tal 
foi desenvolvido um péptido recombinante com capacidade de transdução nas células, 
conferida pelo domínio de transdução Tat do HIV-1. Como este péptido de fusão 
apresentava uma baixa solubilidade em extratos de E.coli, a construção foi modificada para 
incluir a sequência-sinal da proteína prolactina, por forma a que pudesse ser produzido e 
secretado por células de mamífero.  
 Os estudos por WB confirmaram que os péptidos de fusão TAT-FERM2 e o seu 
controlo TAT-CFP são produzidos e secretados eficazmente por células HEK 293, 
incrementando com o tempo de cultura e sendo facilmente detetáveis no meio de cultura 
48h após a transfeção dos plasmídeos que os codificam. Recorrendo à técnica de 
imunofluorescência, confirmou-se que o péptido de fusão TAT-CFP produzido em HEK é 
capaz de atravessar a MP das células alvo, células do epitélio brônquico (CFBE), 
confirmando a viabilidade da estratégia de transposição da MP por fusão com o elemento 
Tat. Quanto ao péptido TAT-FERM2, foi possível confirmar a sua atividade a nível da CFTR-




quer quando produzido em células HEK e administrado ectopicamente a células CFBE 
F508del. Neste último caso foi possível ainda demonstrar que a adição de TAT-FERM2 
possui um efeito aditivo com VX-809, aumentando em cerca de 2 vezes da atividade do 
canal, comparativamente com o canal apenas corrigido com o VX-809, em ensaios de 
influxo de iodeto. Estes dados são consistentes com uma estabilização na superfície celular 
da CFTR-F508del resgatada farmacologicamente pelo tratamento das células com o TAT-
FERM2, o que está de acordo com o aumento da abundância de banda C observada por 
WB em estado estacionário.  
 No entanto, Flinterman et al. (2009) referiu que os péptidos de fusão Tat ao serem 
transportados através da via secretora de células de mamífero poderão ser reconhecidos 
por uma endoprotease expressa no RE e no complexo de Golgi. A endoprotease furina atua 
preferencialmente após a região de aminoácidos básicos definida por R-X-R/K-R84 
hidrolisando a proteína em questão. Deste modo, a sequência de 11 aminoácidos, 
maioritariamente básicos, do domínio de transdução da proteína Tat poderá estar suscetível 
à ação da furina uma vez que contém 2 motivos que podem ser reconhecidos por esta (o 
RKKR e o RQRR). A hidrólise do domínio TAT resultaria assim na perda da sua capacidade 
de transdução e, consequentemente, na inviabilidade da estratégia terapêutica aplicada 
neste trabalho. Assim, apesar de ter sido observado, por WB, que as células HEK foram 
capazes de produzir e secretar os péptidos de fusão TAT-CFP e TAT-FERM2 para o meio 
de cultura e, recorrendo à técnica de imunofluorescência, que o TAT-CFP secretado pelas 
células HEK 293 é capaz de atravessar a membrana plasmática nas células CFBE, existe a 
possibilidade de parte dos péptidos de fusão produzidos pelas células estejam a ser alvo de 
proteólise por parte da furina, o que poderá estar a reduzir a concentração de péptidos 
bioativos nos meios de cultura condicionados. Deste modo, e para evitar a possibilidade de 
ocorrer hidrólise do domínio TAT, de futuro poderá modificar-se o domínio de transdução da 
proteína Tat por substituição de alguns dos resíduos de Arginina e Lisinas, como referido em 
Flinterman et al.84. Assim, poderá melhorar-se a biodisponibilidade dos péptidos de fusão 
secretados e com isso tornar os efeitos observados neste trabalho ainda mais evidentes. O 
facto de se terem conseguido clones de HEK a produzir estavelmente o péptido TAT-
FERM2, permitirá, no futuro, levar a cabo a purificação e concentração dos péptidos 
secretados, possibilitando avaliar com maior rigor a sua ação em termos de dose-resposta e 
de efeito a longo prazo. Futuramente, será também necessário determinar quantitativamente 
se o co-tratamento da CFTR-F508del com o VX-809 e com o meio condicionado contendo 
TAT-FERM2 leva a um aumento do tempo de semi-vida do canal na superfície celular e 
corelacionar estes dados com o aumento na atividade da CFTR-F508del. Após a validação 
desta estratégia terapêutica in vitro, será então importante validar os efeitos em modelos 
animais, realizando estudos in vivo através da administração do TAT-FERM2. Este ponto 
pode levantar alguns problemas, pois os modelos murinos de FQ disponíveis não 
manifestam o fenótipo de doença respiratória e os estudos em modelos mais adequados, 
como os estabelecidos em furões e porcos85, são extremamente dispendiosos e implicam 
infraestruturas não disponíveis ao grupo de acolhimento. Assim, eventuais estudos neste 
sentido implicarão o estabelecimento de colaborações com grupos internacionais que 
disponham destes modelos animais. 
 
 O segundo objetivo deste trabalho, visou desenvolver um método que permita, no 
futuro, procurar, por meio de ensaios de alto rendimento (high-troughput), moléculas ou 




fusão TAT-FERM2. A administração de péptidos terapêuticos, apesar de terem como 
vantagens a elevada especificidade e a baixa toxicidade, poderá não ser viável caso 
provoque respostas autoimunes por parte do organismo, assim como, perante um 
tratamento prolongado, se for desenvolvida resistência ao fármaco. Além disso, os péptidos 
com aplicabilidade terapêutica poderão apresentar uma biodisponibilidade oral diminuída, 
decorrente da presença de peptidases no trato gastrointestinal, assim como uma absorção 
reduzida devido à sua elevada massa molecular e, em geral, uma baixa lipofilicidade86, pelo 
que a escolha do modo de administração é um fator importante.  
 O sensor de FRET desenvolvido baseou-se na alteração conformacional entre os 
domínios PDZ2 e EBD da proteína adaptadora NHERF1, que é o evento despoletado pelo 
domínio FERM da Ezrina e o fator determinante da estabilização, na superfície das células, 
da CFTR-F508del resgatada farmacologicamente41. Observou-se a ocorrência clara de 
FRET entre o CFP e o YFP fundidos, respetivamente, a N- e C-terminal do sensor 
NHERF1ΔPDZ1, confirmando que este possui uma conformação fechada sobre si mesmo, 
que aproxima as duas proteínas fluorescentes nas suas extremidades. Além disso, e tal 
como esperado, esta conformação é revertida em torno da MP na presença HGF, que ao 
ativar indiretamente a Ezrina promove a disrupção da interação intramolecular entre o 
domínio PDZ2 e EBD do NHERF1ΔPDZ1, conduzindo ao afastamento entre o CFP e o YFP 
adjacentes, logo reduzindo a eficiência da transferência de energia (sinal de FRET).  
 No entanto, observou-se que uma eventual quantificação dos efeitos observados 
seria difícil de automatizar pois a perda de sinal ocorre predominantemente a nível da MP 
embora o sensor se encontre distribuído por toda a célula. Neste sentido, como abordagem 
futura, irá ser adicionado à extremidade do sensor um motivo CAAX da proteína K-RAS que 
foi descrito por Fivaz & Meye (2005)87. Este motivo é sensível a modificações por prenilação, 
o torna a proteína em causa altamente hidrofóbica, o que, teoricamente, irá forçar o sensor a 
localizar-se predominantemente na MP87. Espera-se, assim, limitar os eventos de FRET á 
região alvo facilitando a análise automática e quantificação dos dados em ensaios de alto 
rendimento. 
 
 Finalmente, o estudo dos níveis de expressão de RAC1b em tecidos epiteliais 
brônquicos de doentes com FQ homozigóticos para a mutação F508del foi um último 
objetivo do presente trabalho. Esta variante de splicing do RAC1 encontra-se extremamente 
associada a processos inflamatório44 e quando sobreexpressa compete com a RAC1 
interferindo negativamente com a sinalização a montante desta45,79. Deste modo, e tendo em 
conta que a FQ é também caracterizada por processos de inflamação crónica ao nível das 
vias respiratórias, a sobreexpressão de RAC1b em pulmões FQ poderia contribuir para a 
destabilização da CFTR-F508del na MP, por regulação negativa da ativação endógena da 
Ezrina pelo RAC1 (ver Figura 1.4). Revelou-se assim pertinente o estudo da expressão 
desta variante de splicing em tecidos de epitélio brônquico de doentes com FQ, 
homozigóticos para a mutação F508del (CFTR F508del+/+), face a indivíduos saudáveis 
(CFTR wt). 
 Apesar de não ter sido detetada alteração significativa dos níveis de expressão de 
RAC1b entre tecidos CFTR wt e CFTR F508del+/+, os resultados obtidos poderão estar 
subestimados uma vez que o RAC1b é expresso em tecidos epiteliais e o nosso estudo ter 
revelado também um grande prejuízo do conteúdo epitelial das amostras CFTR F508del+/+, 




problema e ser possível, no futuro, realizar-se uma análise estrita da relação entre a RAC1b 
e a FQ, poderá, por exemplo, proceder-se ao isolamento das células epiteliais nas amostras, 
recorrendo, a técnicas de microdissecção, ou, alternativamente à avaliação da expressão in 
situ, pela técnica de imunohistoquímica, caso os anticorpos disponíveis o permitam. 
 
 Em suma, os objetivos propostos para este trabalho de mestrado foram 
maioritariamente cumpridos. Inicialmente, a estratégia desenvolvida, com base na 
construção de um péptido bioativo com o domínio de transdução da Tat e o subdomínio 
FERM2, demonstrou resultados favoráveis na estabilização membranar e na atividade da 
CFTR-F508del corrigida com o VX-809, evidenciando assim o seu potencial de 
aplicabilidade terapêutica - desde que validada em ensaios in vivo. Além disso, os 
resultados obtidos com o sensor de FRET mostraram também que este poderá vir a ser 
utilizado no estudo de outros compostos que estabilizem a CFTR-F508del através da 
disponibilização do domínio PDZ2 da NHERF1, apesar de no futuro ser ainda necessária a 
adição de um domínio CAAX ao sensor para que este se localize apenas na MP com a 
finalidade de permitir quantificar de forma fidedigna os efeitos em ensaios de alto 
rendimento. No que diz respeito ao estudo dos níveis de expressão de RAC1b em tecidos 
epiteliais brônquicos de doentes com FQ homozigóticos para a mutação F508del, não foi 
possível realizar uma análise conclusiva devido ao reduzido conteúdo epitelial das amostras 
CFTR F508del+/+. No entanto, os resultados obtidos sugerem que, utilizando metodologias 
mais adequadas, talvez seja possível perceber se a expressão de RAC1b poderá ou não 
estar alterada nos pulmões destes doentes, e talvez contribuir indiretamente para a sua 
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6.  Anexos 
 
6.1  Primers utilizados ao longo do trabalho 
 
 Tabela 6.1 - Sequências dos primers utilizados nos PCR para avaliar os níveis de expressão de RAC1b e CK8 e 
respetivas temperaturas de annealing e número de ciclos utilizados. 
 
 
Tabela 6.2 - Sequências dos primers utilizados na amplificação do CFP para a clonagem no vector pCR™2.1-
TOPO® e respetivas temperaturas de annealing e número de ciclos realizado. A sublinhado constam as 






CFP_XhoI_Fw 5’ - CTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGA - 3’ 
67°C 34 
CFP_SmaI_Rv 5’ - CCCGGGTCACTTGTACAGCTCGTC - 3’ 
 
 
Tabela 6.3 - Sequências dos primers utilizados nas etapas de screening das clonagens e respetivas 






PCMV5-1F 5’ - GGGACTTTCCAAAATGTCGTA - 3’ 58°C /60°C 
35 








Rac1/Rac1b_ Fw 5'-GGATCCTTTGACAATTATTCTGCCAATG-3' 
60°C 33 
Rac1/Rac1b_Rv 5’ - CGGACATTTTCAAATGATGCAGG - 3’ 
CK8_ Fw 5’ - GCGGCAGCTGCGTGAGTACC - 3’ 
62°C 30 




Tabela 6.4 - Sequências dos primers utilizados nas reações de sequenciação e respetivas temperaturas de 






M13 5’ - GGAAACAGCTATGACCATG - 3’  52°C 
25 PCMV5-1F 5’ - GGGACTTTCCAAAATGTCGTA - 3’ 56°C 
PFGH-R1 5’ - TTTATTAGGAAAGGACAGTGGG - 3’ 58°C 
 
 
6.2  Construção do péptido de fusão TAT-FERM2 
 
Constituição da sequência TAT: 
 
MNIKGSPWKGSLLLLLVSNLLLCQSVAPYGRKKRRQRRRHHHHHHDYKDDDDKGGSGGS 
       Sequência péptido-sinal da prolactina           Domínio Tat      6x His-tag     Flag-tag    Flexible linker 
 
Sequência codificante para o péptido de fusão TAT-FERM2: 
 
AAGCTTGCTAGCGCCACCATGGGAAACATTAAAGGCAGCCCGTGGAAAGGCAGCCTGCTGCT
GCTGCTGGTGAGCAACCTGCTGCTGTGCCAGAGCGTGGCGCCGTATGGCCGCAAAAAACGCC
GCCAGCGCCGCCGCCATCATCATCATCATCATGATTATAAAGATGATGATGATAAAGGCGGC
AGCGGCGGCAGCCTCGAGATGCTCATCCAGGACATCACCCAGAAACTTTTCTTCCTCCAAGT
GAAGGAAGGAATCCTTAGCGATGAGATCTACTGCCCCCCTGAGACTGCCGTGCTCTTGGGGT
CCTACGCTGTGCAGGCCAAGTTTGGGGACTACAACAAAGAAGTGCACAAGTCTGGGTACCTC
AGCTCTGAGCGGCTGATCCCTCAAAGAGTGATGGACCAGCACAAACTTACCAGGGACCAGTG
GGAGGACCGGATCCAGGTGTGGCATGCGGAACACCGTGGGATGCTCAAAGATAATGCTATGT
TGGAATACCTGAAGATTGCTCAGGACCTGGAAATGTATTGACCCGGGTCTAGA 
 
 
 
